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1 Einleitung 
 
1.1 Rheumatoide Arthritis 
 
Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch entzündliche systemische 
Autoimmunerkrankung mit unklarer Genese, die sich hauptsächlich in den 
Gelenken manifestiert. Die besonderen Merkmale sind dabei die chronische, 
symmetrische Entzündung der Synovialis, wobei vor allem periphere Gelen-
ke wie Finger-, Knie-, Hand- und Sprunggelenke betroffen sind. Die RA kann 
von einem milden, oligoartikulären Verlauf bis hin zu einer sehr aggressiven 
Form der Polyarthritis reichen, welche mit einer raschen Zerstörung der Ge-
lenke einhergeht. Neben den Gelenken können – als systemische Erkran-
kung – auch weitere Organe wie zum Beispiel Augen, Blutgefäße oder innere 
Organe betroffen sein. Es existiert keine klare Definition der RA, da weder 
ein klinischer noch ein Laborparameter ausreicht, um diese Erkrankung zu 
definieren. Meist werden jedoch die Kriterien des American College of 
Rheumatology herangezogen, die eine Kombination klinischer und radiologi-
scher Untersuchungen darstellen. Auch Laborwerte werden zur weiteren De-
finition verwendet (siehe Tabelle 1). Für die Diagnose einer RA müssen vier 
der sieben Kriterien zutreffen (Sangha, 2000;  Arnett et al., 1988).  
 
Tab. 1: Kriterien der RA (nach Arnett et al., 1988) 
Kriterium Kommentare 
Morgensteifigkeit > 1h, > 6 Wochen 
Arthritis an 3 oder mehr Gelenkregionen Kapselschwellung, > 6 Wochen 
Arthritis an Hand- oder Fingergelenken > 6 Wochen 
Symmetrische Arthritis ≥ ein Gelenk, > 6 Wochen 
Rheumaknoten vorhanden 
Rheumafaktornachweis positiv 
Radiologische Veränderungen Gelenknahe Osteoporose und/oder Erosionen 
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1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie 
Die RA ist eine weltweit verbreitete Krankheit mit einer Prävalenz von etwa 
0.5-1 %, die in allen ethnischen Bevölkerungsgruppen vorkommt (Harney 
und Wordsworth, 2002). Dabei sind Frauen häufiger betroffen als Männer 
(Silman und Pearson, 2002). Während bei Frauen die Inzidenz im Alter an-
steigt und im Alter von 45-55 Jahren (Menopause) am höchsten ist, erkran-
ken nur wenige Männer unter 45 Jahren an RA. Im Alter von 60-70 Jahren 
steigt jedoch die Wahrscheinlichkeit bei Männern an RA zu erkranken stark 
an und erreicht etwa die Inzidenz bei Frauen (Sangha, 2000; Wilder, 1996). 
Die Ursachen der RA konnten bisher noch nicht eindeutig identifiziert wer-
den. Mit Sicherheit kann man aber sagen, dass die RA polyätiologisch be-
dingt ist, wobei die Beteiligung genetischer Faktoren, Infektionen und auto-
immuner Reaktionen gesichert ist. Obwohl einige epidemiologische Studien 
eine familiäre Prädisposition für das Auftreten einer RA zeigen, ist das Vor-
handensein des MHC Klasse II-Moleküls HLA-DRB1*0401 mit einem erhöh-
ten Risiko verbunden, an RA zu erkranken. Weiterhin gibt es Zusammen-
hänge zwischen der Nachweisbarkeit an HLA-DRB1*0101 und dem Auftreten 
der RA (Harney und Wordsworth, 2002; Sangha, 2000; Silman et al., 2002). 
Neben genetischen Faktoren spielen auch Umweltfaktoren wie Infektionen 
bei der Entstehung der RA eine Rolle. Einen Einfluss auf die Manifestierung 
einer RA könnten dabei Antigene von Bakterien (Mykobakterien, Mykoplas-
men, Escherichia coli) oder von Viren (Paroviren, Epstein-Barr-Virus, Retrovi-
ren) haben (Carty et al., 2003; Toivanen, 2001). Neben der Fremdeinwirkung 
von Bakterien oder Viren können auch autoimmune Reaktionen gegen Im-
munglobuline oder Kollagen ursächlich beteiligt sein (VanderBorght, 2001).  
 
1.1.2 Pathogenese und Chronizität 
Obwohl das initiale Ereignis für die Entstehung der RA nicht vollständig ge-
klärt ist, geht man jedoch davon aus, dass ein exogenes Antigen bei einem 
genetisch empfindlichen Individuum eine Stimulation der T-Zellen bewirkt. 
Die Folge ist ein Anlocken und die Aktivierung von Entzündungszellen wie B-
Zellen und Monozyten ins Synovialgewebe. Auch die Synoviozyten vom Typ 
A (makrophagenähnlich) und Typ B (fibroblastenähnlich) werden aktiviert. 
Beide Prozesse werden durch Zytokine wie IFN-γ, TNF-α und IL-1 vermittelt. 
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Im weiteren Verlauf kommt es dann zu einer gesteigerten Zellproliferation 
und es bildet sich ein Pannusgewebe. Diese sogenannten Pannozyten 
(Fibroblasten) führen durch die Freisetzung von Metalloproteinasen zu einer 
Destruktion des umliegenden Gewebes wie Knorpel und Knochen. Chondro-
zyten und Osteoklasten sind ebenfalls am Abbau des Gewebes beteiligt. Ak-
tivierte Chondrozyten zeigen eine verminderte Synthesefähigkeit sowie einen 
gesteigerten enzymatischen Abbau der Matrix. Die Stimulation der Oste-
oklasten führt letztlich zu einer gesteigerten Knochenresorption mit der Folge 
einer lokalen Osteoporose (Müller-Ladner et al.; 2000, Ritchlin, 2004).  Wel-
che Mechanismen schließlich zu einer Chronifizierung der Erkrankung füh-
ren, ist unbekannt.  
 
1.2 Weitere Erkrankungen des Bindegewebes 
 
In diesem Kapitel werden weitere Erkrankungen des Bindegewebes bespro-
chen, die in den Manuskripten vorkommen: systemischer Lupus erythemato-
des (SLE), Osteoarthrose (OA), Achillodynie und Morbus Dupuytren.   
Der SLE ist wie die RA eine systemische chronische Autoimmunerkrankung 
an der hauptsächlich Frauen erkranken. Bei der Ätiogenese spielen dabei 
eine genetische Prädisposition, exogene Faktoren (UV-Licht, Infektionen, 
Medikamente) sowie Veränderungen im Hormonsystem (erhöhte Östrogen- 
vs. erniedrigten Androgenspiegeln) eine Rolle. Der SLE manifestiert sich im 
Blutgefäßsystem und im Bindegewebe. Dabei sind hauptsächlich Haut, Ge-
lenke und Niere betroffen. Autoantikörper, die meist gegen Zellkernbestand-
teile gerichtet sind, binden an die Basalmembran der Niere oder lagern sich 
in Form von Immunkomplexen in der Niere ab. Die Folge ist die Aktivierung 
des Komplementsystems sowie eine Stimulation der T- und B-Zellen. Durch 
eine gestörte Immunantwort und einen defekten Abbau apoptotischer Zellen 
führt diese Entzündung zu einer Glomerulonephritis und letztlich zu einer 
Niereninsuffizienz (Mok und Lau, 2003). Die Diagnose des SLE erfolgt über 
die Kriterien des American College of Rheumatology, welche unter anderem 
neurologische, hämatologische und renale Merkmale sowie das Vorhanden-
sein von Photosensitiviät, antinukleärer Antikörpern und einer Arthritis bein-
halten (Tan et al, 1982).  
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Bei der OA handelt es sich um eine degenerative Gelenkerkrankung mit fort-
schreitender Knorpel- und Knochendestruktion. Es findet aber auch eine 
Knorpel- und Knochenneubildung statt. Die Ursachen für die Entstehung ei-
ner OA sind unbekannt. Vermutet werden biomechanische und biochemische 
Veränderungen im Knorpel und im subchondralen Knochengewebe. Im Ge-
gensatz zur RA liegt bei der OA der Ursprung der entzündlichen Verände-
rung nicht im Synovialgewebe, weshalb diese Patienten oft als Kontrollgrup-
pe herangezogen werden. Die OA betrifft vor allem die Hüft- und Kniegelen-
ke sowie die Wirbelsäule. Die Kriterien zur Klassifizierung der Erkrankung 
sind uneinheitlich, meist erfolgt die Diagnose durch eine Kombination von 
radiologischen und klinischen (Schmerz, funktionelle Einschränkung) Unter-
suchungen. Wie bei der RA sind bei der OA Frauen häufiger betroffen und 
die Wahrscheinlichkeit an OA zu erkranken steigt mit zunehmendem Alter. 
Ein weiterer Risikofaktor für die OA ist das Übergewicht (Sangha, 2000).  
Die Achillodynie ist eine schmerzhafte degenerative Veränderung der Achil-
lessehne, bei der es oft auch zur Verdickungen der Sehne kommt. Häufig 
davon betroffen sind Sportler. Die Erkrankung kann aber auch bei Menschen 
ohne sportliche Überlastung der Achillessehne auftreten (Rolf und Movin, 
1997). Über die Pathogenese ist wenig bekannt. Histologische Befunde einer 
chronischen Achillodynie zeigen eine veränderte Sehnenstruktur und einen 
erhöhten Anteil an Extrazellulärmatrix. Außerdem findet man einen Anstieg 
an Glykosaminoglykanen und Blutgefäßen im Vergleich zu gesunden Kon-
trollen (Movin et al., 1997).  
Beim Morbus Dupuytren – auch Palmaraponeurose genannt – handelt es 
sich um eine strangartige Verdickung des Fasziengewebes der Hand. Dabei 
kommt es zur Verkürzung des Gewebes und es entsteht die typische Hohl-
hand. Es können aber auch die Finger von dieser Erkrankung betroffen sein. 
Das gehäufte familiäre Auftreten sowie die Tatsache, dass der Morbus Du-
puytren vor allem bei hellhäutigen Männern nordeuropäischen Ursprungs 
vorkommt, lässt eine erbliche Komponente vermuten (Brenner et al., 2001). 
Weitere Ursachen für die Entstehung eines Morbus Dupuytren sind unbe-
kannt. Die Histologie zeigt eine vermehrte Proliferation von Fibroblasten mit 
einer erhöhten Produktion von Kollagen (vor allem Typ III Kollagen) und Pro-
teoglykanen (Brickley et al., 1981; Flint et al., 1982; Mohr und Vossbeck, 
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1985). Auch Entzündungszellen sind im Fasziengewebe von Patienten mit 
Morbus Dupuytren nachgewiesen worden (Baird et al., 1993a; Gudmundsson 
et al., 1998; Qureshi et al., 2001).  
 
1.3 Synthese und Metabolismus der Steroidhormone  
 
Die auffallende Häufung des weiblichen Geschlechtes bei einigen der ge-
nannten Erkrankungen lässt eine Beteiligung der Geschlechtshormone in der 
Pathogenese vermuten. In diesem Kapitel wird nun die Synthese und der 
Metabolismus der Steroidhormone beschrieben. Während die Produktion von 
Kortisol und der androgenen Vorläuferhormone Dehydroepiandrosteron 
(DHEA) und dessen Sulfat (DHEAS) in der Nebennierenrinde abläuft, synthe-
tisieren neben den Gonaden auch periphere Gewebe aus DHEAS und DHEA 
aktive Steroidhormone wie Testosteron und 17β-Östradiol. Der Ausgangs-
punkt aller Steroidhormone ist jedoch das Cholesterol. Es wird in den Mito-
chondrien durch das Enzym P450ssc (Cholesterol-20,22-desmolase) zu 
Pregnenolon konvertiert. Dieser Schritt involviert zwei Hydroxylierungen und 
das Abspalten der Seitenkette des Cholesterols. Pregnenolon wird nun aus 
den Mitochondrien heraus transportiert und steht für die Bildung weiterer Ste-
roidhormone wie Aldosteron, Kortisol, DHEAS, Androgenen und Östrogenen 
zur Verfügung (Aron et al., 2004). Die Bildung der einzelnen Hormone, deren 
Bedeutung beim gesunden Erwachsenen sowie Veränderungen bei der RA 
werden in den folgenden Kapiteln genauer erläutert.  
 
1.3.1 Adrenale Steroidhormone 
Die adrenalen Steroidhormone werden in der Nebennierenrinde gebildet. 
Während in der äußeren Zone (zona glomerulosa) ausschließlich Aldosteron 
produziert wird, werden in den beiden inneren Zonen (zona fasciculata und 
zona reticularis) Kortisol, DHEA, DHEAS und eine geringe Menge an 
Androstendion synthetisiert. Für die Produktion des Kortisols wird das 
Pregnenolon im glatten Endoplasmatischen Retikulum durch das Enzym 
P450c17 zum 17α-Hydroxypregnenolon konvertiert. Mit Hilfe der 3β-
Hydroxysteroiddehydrogenase wird daraus das 17α-Hydroxyprogesteron 
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gebildet. Der nächste Schritt ist eine Hydroxylierung am C-Atom 21 durch 
das Enzym P450c21 zum 11-Desoxykortisol. Dieses Steroid wird nun wieder 
in das Mitochondrium transportiert, wo eine 11β-Hydroxylierung in das Korti-
sol stattfindet. Ein alternativer Syntheseweg des Kortisols über das Progeste-
ron ist ebenfalls in Abbildung 1 dargestellt.  
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Abb. 1: Biosynthese des Kortisols. X Cholesterol-20,22-desmolase; Y 17α-Hydroxylase; Z 
3β-Hydroxysteroiddehydrogenase; [ 21-Hydroxylase; \ 11β-Hydroxylase.  
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Die Produktion der adrenalen Androgene DHEA und Androstendion ausge-
hend von Pregnenolon und Progesteron findet im glatten Endoplasmatischen 
Retikulum statt und ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt. Beide Steroi-
de werden mit Hilfe des Enzyms P450c17 zuerst am C-Atom 17 hydroxyliert 
und anschließend durch die Lyaseaktivität des gleichen Enzyms um zwei C-
Atome verkürzt (Nakajin und Hall, 1980). Das entstandene DHEA wird durch 
die Steroidsulfotransferase sulfatiert. Das DHEAS stellt neben dem Kortisol 
das Hauptprodukt der Nebennierenrinde dar. Alle drei Androgene 
(Androstendion, DHEA und DHEAS) werden in den Blutkreislauf abgegeben 
und gelangen so zu den Zielgeweben, wo sie zu aktiven Steroidhormonen 
umgewandelt werden (Aron et al., 2004).  
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Abb. 2: Biosynthese der adrenalen Androgene. X Cholesterol-20,22-desmolase; Y 17α-
Hydroxylase, 17,20-Lyase; Z 3β-Hydroxysteroiddehydrogenase; [ Steroidsul-
fotransferase; \ Steroidsulfatase.  
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1.3.2 Die Regulation der adrenalen Steroidhormonsynthese  
Die Freisetzung von Kortisol und den Steroiden DHEAS und DHEA aus der 
Nebennierenrinde wird zentral durch das Corticotropin-Releasing-Hormone 
(CRH) reguliert. Das vom Hypothalamus freigesetzte CRH löst im Hypophy-
senvorderlappen die Sekretion des Adrenokortikotropen Hormons (ACTH) 
aus. Dieses erreicht die Nebennierenrinde und bewirkt dort eine vermehrte 
Steroidhormonausschüttung und -synthese. Letzteres geschieht durch eine 
vermehrte Lipoproteinaufnahme in die Zellen der Nebennierenrinde sowie 
durch eine gesteigerte Cholesterolesterase- und  eine verminderte Choleste-
rolestersynthetaseaktivität. Da die Verfügbarkeit an freiem Cholesterol der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der adrenalen Steroidhormonprodukti-
on ist, wird somit die Steroidhormonsynthese initiiert. Die negative Rückkop-
pelung dieses sogenannten hypothalamo-hypophyseo-adrenalen Regelkrei-
ses zum Hypothalamus und zur Hypophyse geschieht durch das Kortisol. 
Wie CRH und ACTH wird auch Kortisol episodisch sezerniert und unterliegt 
einem zirkadianen Rhythmus. Die Kortisolsekretion ist morgens am höchsten 
und sinkt im Laufe des Tages ab. Weiterhin wird Kortisol nach Mahlzeiten, 
physischer Aktivität und Stress ausgeschüttet. Auch die Sekretion von DHEA 
und Androstendion folgen einer zirkadianen Periodizität. DHEAS unterliegt 
auf Grund seiner langsamen Metabolisierung keinem diurnalen Rhythmus 
(Aron et al., 2004).  
Die adrenale Produktion der Vorläuferhormone DHEAS und DHEA ist stark 
alters- und geschlechtsabhängig. Die höchsten Serumkonzentrationen an 
DHEAS werden bei beiden Geschlechtern im zweiten bis dritten Lebensjahr-
zehnt erreicht und sinken ab diesem Zeitpunkt stetig ab. Bei Frauen ist die 
Konzentration an DHEAS in jedem Altersabschnitt geringer als bei Männern. 
Auffallend ist jedoch der ausgeprägtere Abfall dieses Hormons bei Männern 
(auf ein Siebtel des Maximums) als bei Frauen (auf ein Fünftel des Maxi-
mums) (Orentreich et al., 1984). Auch die adrenalen Androgene DHEA und 
Androstendion sinken im Serum im Alter von 40 bis 80 Jahren bei Männern 
um etwa 60% (Bélanger et al., 1994). 
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1.3.3 Gonadale und peripher gebildete Steroidhormone  
Wie die Abbildung 3 zeigt, können die aktiven Geschlechtshormone sowohl 
in den Gonaden (Ovarien und Hoden) als auch lokal in den Zielzellen selbst 
aus den adrenalen Vorläufersteroidhormonen DHEAS und DHEA syntheti-
siert werden. Die Kontrolle der Produktion gonadaler Steroidhormone unter-
liegt ähnlich der adrenalen Produktion der hypothalamo-hypophysären-
gonadalen Achse. Das Gonadotropin-Releasing-Hormone (GnRH=LHRH) 
aus dem Hypothalamus stimuliert die Freisetzung des luteinisierenden Hor-
mons (LH) aus der Hypophyse. Dieses wiederum führt in der Nebenniere zu 
einer Erhöhung der Cholesterolkonzentration und somit zur Synthese gona-
daler Hormone wie Testosteron und 17β-Östradiol. Die negative Rückkoppe-
lung zur Hypophyse und zum Hypothalamus geschieht durch die gebildeten 
Androgene und Östrogene. Bei der Frau hat zusätzlich das Follikel stimulie-
rende Hormon (FSH) der Hypophyse einen stimulierenden Effekt auf die 
Progesteron- und Östrogensynthese. (Braunstein, 2004; Rosen und Cedars, 
2004). 
GnRHGnRH 
Androgene 
Östrogene
Androgene 
Östrogene
Östradiol 
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Gewebe 
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Gewebe 
DHEAS 
DHEA 
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DHEA 
Testosteron 
ACTHLHACTHLH 
NN NN
BA
Ovarien Hoden 
HypophyseHypophyse 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Produktion gonadaler und adrenaler Geschlechts-
hormone bei Männern (A) und prämenopausalen Frauen (B). Eigene Darstellung 
nach Labrie et al., 2001. Abkürzungen: ACTH, Adrenokortikotropin; DHEA, De-
hydroepiandrosteron; DHEAS, DHEA-Sulfat; LH, Luteinisierendes Hormon; GnRH 
(=LHRH), Gonadotropin-Releasing-Hormone; NN, Nebenniere.  
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Bei Männern werden 95% des aktiven Testosterons in den Leydigzellen der 
Hoden synthetisiert, ins Blut abgegeben und gelangen somit zu den periphe-
ren Geweben. Daneben synthetisieren die Leydigzellen geringe Mengen an 
Dihydrotestosteron, DHEA, Androstendion, 17β-Östradiol, Östron, Pregneno-
lon, Progesteron, 17α-Hydroxypregnenolon und 17α-Hydroxyprogesteron 
(Braunstein, 2004). Im Gegensatz zu den adrenalen Hormonen gibt es bei 
gesunden Männern kaum Veränderungen in den Serumkonzentrationen der 
gonadal gebildeten Hormone. Während das Testosteron im Alter von 40 bis 
80 Jahren stetig leicht absinkt, bleiben die Dihydrotestosteronspiegel – ver-
mutlich durch eine erhöhte 5α-Reduktaseaktivität im peripheren Gewebe – 
unverändert (Bélanger et al., 1994). Die Serumspiegel an 17β-Östradiol blei-
ben bei Männern bei der gleichen Studie unverändert; die des Östrons hin-
gegen sinken im Laufe des Alters stetig ab (Bélanger et al., 1994).  
Bei prämenopausalen Frauen wird in den Ovarien neben einer kleinen Men-
ge an Testosteron hauptsächlich 17β-Östradiol hergestellt. 95% des zirkulie-
renden 17β-Östradiols sind ovariellen Ursprungs. Während die Thekazellen 
unter dem Einfluss von LH Androgene produzieren, werden in den Granulo-
sazellen durch die Stimulation von FSH und LH über die Expression der Aro-
matase die Östrogene synthetisiert (Rosen und Cedars, 2004). Nach der 
Menopause stellen jedoch die adrenalen Vorläuferhormone DHEAS und 
DHEA bei der Frau die einzige Quelle für Sexualhormone dar, aus denen in 
den Zielzellen Androgene und Östrogene gebildet werden können (Labrie et 
al., 2001). Die Steroidhormonbiosynthese läuft in den Gonaden und periphe-
ren Geweben bis zum DHEA und Androstendion wie in der Nebennierenrinde 
ab (s. o.). Diese beiden Hormone können nun in den Gonaden und in peri-
pheren Geweben durch die 17β-Hydroxylase in Androstendiol und Testoste-
ron umgewandelt werden. Mit Hilfe der 5α-Reduktase wird das Testosteron 
zum Dihydrotestosteron – dem Steroid mit der stärksten androgenen Wir-
kung – reduziert. Androstendion und Testosteron sind die Substrate der Aro-
matase und werden von diesem Enzym in die Östrogene Östron und 17β-
Östradiol umgewandelt. Eine Übersicht über die Steroidhormonproduktion in 
den Gonaden und peripheren Geweben zeigt Abbildung 4.  
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frei im Plasma. Synthetische Glukokortikoide – mit Ausnahme von Predniso-
lon, welches an CBG bindet – liegen vor allem an Albumin gebunden vor.  
Die adrenalen Androgene DHEAS, DHEA und Androstendion sowie 17β-
Östradiol zirkulieren meist frei im Blut. Testosteron liegt nur zu etwa 2% frei 
im Serum vor. Der Hauptanteil ist an Albumin (38%) und an das Sex Hormon 
bindende Globluin (60%) gebunden (Aron et al., 2004; Braunstein, 2004). Die 
folgende Tabelle 2 zeigt eine Übersicht über die Gesamtkonzentrationen der 
wichtigsten zirkulierenden Steroidhormone im Blut. Es ist zu erkennen, dass 
die Serumkonzentration des adrenal gebildeten Vorläuferhormons DHEAS im 
Vergleich zu den aktiven Steroidhormonen, Testosteron und 17β-Östradiol, 
beim gesunden Erwachsenen etwa 100-500fach bzw. 1000-10000fach höher 
liegt. DHEAS und DHEA stellen ein Reservoir für die lokal in den jeweiligen 
Zielgeweben gebildeten Androgene und Östrogene dar. Beide Vorläuferhor-
mone werden von den Zielzellen aufgenommen und können dort zu aktiven 
Steroidhormonen konvertiert werden. Eine Gabe von DHEA bewirkt bei ge-
sunden Personen keine Veränderung der aktiven Steroidhormonkonzentrati-
onen im Serum, sondern hauptsächlich eine Erhöhung der glukuronierten 
und sulfatierten Metabolite (Labrie et al., 1997). Diese Beobachtung bestätigt 
den Begriff der Intrakrinologie, der erstmals von Labrie et al. 1988 formuliert 
wurde (Labrie et al., 1988). Er besagt, dass die Synthese aktiver Steroidhor-
mone – ausgehend von DHEAS und DHEA – in den Zellen stattfindet, in de-
nen sie ihre Wirkung ausüben. Dabei treten die aktiven Metabolite nicht in 
den Kreislauf über (Labrie et al., 2001).  
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Tab. 2: Gesamtsteroidhormonkonzentrationen im Serum von Männern im Alter von 30-50 
bzw. 60-80 Jahren sowie von Frauen vor und nach der Menopause (nach Green-
span und Gardner, 2004).  
Männer Frauen 
Hormon 
30-50 60-80 prämeno-pausal 
postmeno-
pausal 
Kortisol  
[nmol/l] 83-552 
DHEAS  
[µmol/l] 1.6-12.3 0.3-7.8 0.3-12.3 0.1-2.1 
DHEA 
[nmol/l] 5.6-27.8 5.6-27.8 1.0-15.6 
Testosteron 
[nmol/l] 9.0-34.7 0.5-2.4 0.17-1.8 
17β-Östradiol 
[pmol/l] 37-184 367-1285 37-110 
 
 
Während bei Männern die Steroidhormonkonzentrationen im Blut – DHEAS 
ausgenommen – das Leben über relativ konstant bleiben, fällt bei Frauen 
nach der Menopause vor allem die Konzentration des 17β-Östradiols im Se-
rum stark ab. Die Vorläuferhormone DHEA und DHEAS stellen dann einen 
wichtigen Pool für die Bildung aktiver Androgene und Östrogene in der Peri-
pherie dar. Allerdings sinkt im Alter die Konzentration an DHEAS bei beiden 
Geschlechtern deutlich (Rosen und Cedars, 2004).  
Die Inaktivierung der Steroidhormone geschieht in der Leber durch Reduzie-
rung, Glukuronidierung und Sulfatierung. 90% dieser so metabolisierten Ste-
roide werden im Urin ausgeschieden. Eine Besonderheit stellt hierbei das 
Kortisol dar. Es kann in einigen Geweben selbst zu Kortison inaktiviert und 
wieder zu Kortisol reaktiviert werden. Dies ist möglich durch die oxidierenden 
und reduzierenden Eigenschaften der beiden Isoenzyme 11β-Hydroxy-
steroiddehydrogenase (11β-HSD) 1 und 2 (siehe Abbildung 5 S. 15). Wäh-
rend die Isoform des Typs 1 beide Aktivitäten besitzt, kann die 11β-HSD 2 
nur in Richtung des inaktiven Kortisons oxidierend wirken (Aron et al., 2004). 
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1.4 Biologische Effekte der Steroidhormone und  deren 
Veränderungen bei der rheumatoiden Arthritis 
 
1.4.1 Kortisol 
Bei Patienten mit RA ist die Konzentration an Kortisol im Blut normal (Cutolo 
et al., 1988; Cutolo et al., 1999; Kanik et al., 2000) oder leicht erhöht (Straub 
et al., 2002c). Wenn man aber das Entzündungsausmaß bei Patienten mit 
RA in Betracht zieht, sind die Serumspiegel an Kortisol in Relation zu den 
Konzentrationen an IL-6 und TNF im Serum erniedrigt (Straub et al., 2002c). 
Diese unzureichende Kortisolkonzentration ist nicht auf eine vermehrte Eli-
minierung oder Ausscheidung des Kortisols oder Kortisons im Urin zurückzu-
führen (Crofford et al., 1997; Rovensky et al., 2003; Straub et al., 2004). 
Auch ein Defekt in der Aktivität der Hypothalamus-Hypophysen-Neben-
nieren-Achse scheint nicht vorzuliegen, da in den meisten Studien die RA-
Patienten auf Stimulationstests durch CRH (Crofford et al., 1997; Cutolo et 
al., 1999; Harbuz et al., 2003; Mastorakos und Ilias, 2000) oder Stressoren 
wie zum Beispiel Hypoglykämie oder eine Operation (Chikanza et al., 1992; 
Dekkers et al., 2001; Eijabouts, 1998; Gutiérrez et al., 1999; Hirano et al., 
2001; Straub et al., 2002a) im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einer ähnli-
chen oder leicht veränderten Kortisolantwort reagieren. Das Problem der un-
zureichenden Kortisolsekretion liegt wahrscheinlich eher auf der Ebene der 
Nebenniere, die als Antwort auf die Entzündung keine ausreichende Menge 
an Kortisol sezerniert (Harbuz und Jessop, 1999; Straub und Cutolo, 2001). 
Die Hemmung der Kortisolproduktion in adrenalen Zellen durch TNF bestätigt 
diese Vermutung (Jäättelä et al., 1991).  
Ein weiterer Gesichtspunkt ist der Zusammenhang zwischen den Kortisol- 
und Zytokinkonzentrationen im Tagesverlauf. Wie die Kortisolspiegel folgen 
auch die Zytokine und demzufolge die Krankheitsaktivität einem zirkadianen 
Rhythmus. Dabei gehen die klinischen Symptome in den frühen Morgen-
stunden mit den höchsten Konzentrationen an IL-6 und TNF im Blut einher. 
Allerdings ist der Kortisolspiegel zu diesem Zeitpunkt relativ niedrig und er-
reicht erst später sein Maximum. Die unzureichende Kortisolausschüttung 
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könnte zu den morgendlichen Symptomen der RA führen (Cutolo et al., 2003; 
Petrovsky et al., 1998; Zoli et al., 2002).  
Die lokale Verfügbarkeit des Kortisols (und auch von synthetischen Glukokor-
tikoiden) ist abhängig von dem Kortisol-konvertierenden-Enzym 11β-
Hydroxysteroiddehydrogenase (11βHSD) im Gewebe. Die bidirektionale Re-
aktion von Kortisol zu Kortison und umgekehrt wird durch zwei Isoenzyme 
katalysiert. Während die 11βHSD 1 sowohl oxidierende als auch reduzieren-
de Eigenschaften besitzt, kann die Isoform 2 nur in Richtung des inaktiven 
Kortisons reduzierend wirken. Die folgende Abbildung 5 verdeutlicht die Akti-
vitäten der beiden Isoenzyme.  
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Abb. 5: Die bidirektionale Reaktion der 11βHSD. X 11βHSD 1; Y 11βHSD 2.  
 
Während die Isoform 2 in der Niere, Nebenniere und in der Plazenta expri-
miert ist und dort für die Inaktivierung des Kortisols zuständig ist, findet man 
die Isoform 1 in vielen peripheren Geweben wie Leber, Lunge, Gehirn, Fett-
gewebe und Haut. Die  11βHSD 1 reguliert in diesen Geweben lokal die Kor-
tisolverfügbarkeit (Edwards et al., 1996; Hennebold und Daynes, 1998; Maz-
zocchi et al., 1998; Seckl und Walker, 2001). Neben verschiedenen Gewe-
ben konnte auch in Leukozyten der Maus und humanen Makrophagen die 
Expression der 11βHSD 1 nachgewiesen werden (Hennebold et al., 1996; 
Thieringer et al., 2001).  
Durch die Stimulierung der bidirektionalen Reaktion der 11βHSD 1 in Rich-
tung des aktiven Kortisols durch die proinflammatorischen Zytokine IL-1β und 
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TNF oder Stress kommt es zu einer erhöhten lokalen Kortisolproduktion (Cai 
et al., 2001; Escher et al., 1997; Quinkler et al., 2003; Tomlinson et al., 
2001). Durch die bekannten immunsuppressiven Effekte des Kortisols wäre 
eine derartige Situation bei einer chronisch entzündlichen Erkrankung wie 
der RA von Vorteil. Die Therapie mit Glukokortikoiden wird seit langem mit 
Erfolg bei der RA eingesetzt. So werden zum Beispiel durch eine Dexa-
methason-Puls-Therapie Entzündungsparameter im Blut wie IL-6, IL-8, die 
Blutsenkungsrate oder das C-reaktive Protein gesenkt, was zu einer Vermin-
derung der Krankheitsaktivität führt (van den Brink et al., 1994). Neben der 
Hemmung der Produktion proinflammatorischer Zytokine weist Kortisol weite-
re positive Eigenschaften auf. So verringert es die Immunglobulinproduktion 
und induziert Apoptose (Ashwell et al., 2000). Eine Kortisolgabe an Patienten 
mit RA führt weiterhin zu einer geringeren Anzahl von Monozyten und Lym-
phozyten im Blut und vermindert die Anzahl an Adhäsions- und Phagozyto-
serezeptoren an der Oberfläche von Monozyten (Steer et al., 1998; 
Torsteinsdóttir et al., 1999). Wegen dieser positiven Effekte des Kortisols ist 
nun die lokale Verfügbarkeit dieses Steroidhormons von Interesse. Bei der 
experimentellen Dermatitis oder chronisch entzündlichen Darmerkrankungen 
wurde bereits gezeigt, dass das Enzymsystem der 11βHSD lokal bei chroni-
schen Erkrankungen eine Rolle spielt (Hennebold und Daynes, 1998; Taka-
hashi et al., 1999). Wie sich jedoch die Konversion von Kortisol zu Kortison 
und umgekehrt in primären Synoviozyten bei Patienten mit RA und OA ver-
hält, ist unbekannt.  
 
1.4.2 DHEAS und DHEA 
Bei Patienten mit RA sind erniedrigte DHEAS-Spiegel im Serum sowohl bei 
Männern als auch bei Frauen gefunden worden (Deighton et al., 1992; Des-
sein et al., 2001; Sambrook et al., 1988). Diese Erniedrigung des adrenalen 
Steroids DHEAS scheint eine Folge der Erkrankung zu sein, da verminderte 
DHEAS-Spiegel weder ein Risikofaktor für die Entstehung einer RA sind 
(Heikkilä et al., 1998) noch in der frühen Phase der Erkrankung (< 15 Mona-
te) auftreten (Giltay et al., 1998; Josipovic und Josipovic, 2002; Kanik et al., 
2000). Allein in der Gruppe der prämenopausalen Frauen, die vor dem 50. 
Lebensjahr an RA erkrankten, konnten erniedrigte Serumspiegel an DHEAS 
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bereits vor dem Beginn der Erkrankung nachgewiesen werden (Masi et al., 
2000). Dieses Phänomen der verminderten DHEAS-Spiegel tritt nicht nur bei 
Patienten mit RA auf, sondern ist auch bei anderen chronischen Erkrankun-
gen wie bei SLE (Lahita et al., 1987), chronisch entzündlichen Darmerkran-
kungen (Straub et al., 1998b), systemischer Sklerose (Straub et al., 1997) 
und dem Sjögren Syndrom (Sullivan et al., 2003; Valtysdóttir et al., 2001) zu 
beobachten.  
Die Serumkonzentrationen an DHEA hingegen sind bei der RA im Vergleich 
zu gesunden Kontrollpersonen nicht unbedingt erniedrigt. Während in der 
frühen Phase der Erkrankung die DHEA-Konzentrationen im Serum unver-
ändert (Kanik et al., 2000) oder erhöht (Straub et al., 2002b) sind, ist im spä-
teren Verlauf der RA eine Verminderung der DHEA-Spiegel zu beobachten 
(Cutolo et al., 1999; Vogl et al., 2003). Ähnliche Ergebnisse zeigt auch eine 
Studie an Mäusen. Im Gegensatz zu den Kontrolltieren, die eine Verminde-
rung der DHEA-Konzentrationen aufweisen, bleiben bei Mäusen mit einer 
Kollagen-induzierten Arthritis die DHEA-Spiegel unverändert (Kobayashi et 
al., 2003).  
Sowohl DHEAS als auch DHEA sind negativ mit bestimmten Krankheitspa-
rametern wie dem C-reaktiven Protein oder verschiedenen Aktivitätsindizes 
der RA assoziiert (Deighton et al., 1992; Josipovic und Josipovic, 2002; Ka-
nik et al., 2000). Einen großen Einfluss auf die Konzentration des DHEAS im 
Serum hat die Einnahme von Glukokortikoiden. Diejenigen Patienten unter 
Kortisolmedikation haben deutlich erniedrigte DHEAS-Spiegel im Vergleich 
zu RA-Patienten ohne Einnahme von Steroiden (Dessein et al., 2001; Hall et 
al., 1993; Montecucco et al., 1992; Sambrook et al., 1988; Vogl et al., 2003).  
Die Serumkonzentrationen von Androstendion – dem Dritten von der Neben-
nierenrinde produzierten Androgen – sind sowohl bei männlichen als auch 
bei weiblichen Patienten mit RA ebenfalls erniedrigt (Mateo et al., 1995; Mon-
tecucco, 1992).  
Die verminderte Sekretion adrenaler Steroidhormone in der chronischen 
Phase der RA macht insgesamt deutlich, dass hier in Bezug auf das Entzün-
dungsausmaß eine inadäquate Bildung der Steroidhormone in der Nebennie-
renrinde vorliegt, da DHEAS und DHEA nicht vermehrt im Urin ausgeschie-
den werden (Straub et al., 2003). Daneben ist auch eine Dissoziation der 
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Sekretion der verschiedenen adrenalen Steroidhormone zu beobachten. 
Während bei gesunden Kontrollpersonen die Konzentrationen an DHEA und 
Kortisol positiv korrelieren, ist diese Beziehung bei Patienten mit RA aufge-
hoben (Kanik et al., 2000). Masi et al. (Masi et al., 2000) berichten, dass in 
der Gruppe der prämenopausalen Frauen schon vor der Erkrankung eine 
negative Korrelation zwischen DHEAS und Kortisol besteht, und diese Auto-
ren führen dies auf eine adrenale Dysfunktion zurück. Da das Vorläuferhor-
mon Pregnenolon unverändert produziert wird (Vogl et al., 2003), liegt bei 
Patienten mit rheumatischen Erkrankungen vermutlich eine Verschiebung 
der Produktion adrenaler Steroide auf der Ebene anderer Enzyme vor. So 
werden auf Kosten von DHEAS und Androstendion Kortisol und DHEA ver-
mehrt produziert (Straub et al., 2000a; Straub et al., 2002b).  
In den Zielgeweben wird das im Blut zirkulierende DHEAS in die Zellen auf-
genommen und in aktive Steroidhormone umgewandelt. Der erste Schritt 
hierbei ist die Desulfatierung des DHEAS durch die mikrosomale DHEAS-
Steroidsulfatase (STS) in das aktive Androgen DHEA (Labrie et al., 2001). 
Dieses Enzym ist bereits in vielen peripheren Geweben wie z. B. im Gehirn 
oder der Plazenta nachgewiesen worden (Hernandez-Guzman et al., 2001; 
Steckelbroeck et al., 2004). Unter inflammatorischen Bedingungen zeigt sich 
eine Veränderung der Expression und/oder der Enzymaktivität der STS. So 
wird zum Beispiel unter dem Einfluss von IL-1β die Expression und Aktivität 
der STS vermindert (Masuoka et al., 2002; Nakamura et al., 2003). Auch IL-6 
und LPS wird in Verbindung mit der Modulation steroidkonvertierender En-
zyme gebracht (Schmidt et al., 2000; Speirs et al., 1999; Young et al., 1999). 
In murinen Makrophagen konnte die Inhibierung der Konversion von DHEAS 
zu DHEA durch TNF gezeigt werden (Hennebold und Daynes, 1994).  
Neben der androgenen Wirkung von DHEA (Labrie et al., 1988) sind auch 
antiinflammatorische Wirkungen von DHEAS und DHEA in mehreren Studien 
gezeigt worden. So hemmt DHEA die Produktion proinflammatorischer Zyto-
kine wie IL-6 und TNF (Kimura et al., 1998; Padgett und Loria, 1998; Straub 
et al., 1998a). Außerdem vermindern DHEAS und DHEA die Apoptose in 
peripheren Blutlymphozyten (Takahashi et al., 2004). DHEA weist weiterhin 
antioxidative Eigenschaften auf. So fungiert es als Hydroxylradikalfänger und 
hemmt die Zytokin-induzierte Transkription von NFκB (Iwasaki et al., 2004; 
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Tamagno et al., 1998). Auch weisen DHEAS und DHEA positive Effekte auf 
den Knochen auf. Die Serumkonzentration an DHEAS bei postmenopausa-
len RA-Patienten korreliert mit der Knochendichte (Sambrook et al., 1992). 
Positive Ergebnisse zeigte ferner eine DHEA-Supplementationsstudie bei 
Patienten mit SLE. Die durch Glukokortikoidtherapie verminderte Knochen-
dichte konnte durch Gabe von DHEA signifikant verbessert werden (van Vol-
lenhoven et al., 1999). Wegen der bekannten Einflüsse von Zytokinen auf die 
STS und auf Grund der oben aufgeführten positiven Wirkungen von DHEA ist 
die Untersuchung der Enzymaktivität der STS in einem entzündlichen Gewe-
be wie dem Synovium bei Patienten mit RA von Interesse.  
 
1.4.3 Gonadale und peripher gebildete Geschlechtshormone 
Die Tatsache, dass von der RA hauptsächlich Frauen betroffen sind, führte 
zu vielen Untersuchungen über den Zusammenhang zwischen hormonalen 
Einflüssen und dem Risiko an RA zu erkranken. Sowohl Kinderlosigkeit 
(Spector et al., 1990) als auch eine direkt vorhergehende Schwangerschaft 
(Jorgensen et al., 1996) sind mit einem erhöhten Risiko verbunden, an RA zu 
erkranken. Während eine Schwangerschaft oft mit einer geringeren Krank-
heitsaktivität einhergeht (Lee Nelson et al., 1993), erhöht sich vor allem in 
den ersten drei Monaten nach der Geburt das Risiko, an RA zu erkranken. 
Auch das Stillen mit hohen Prolaktin- und Oxytocinspiegeln wird in Zusam-
menhang mit dem Auftreten der RA gebracht (Brennan und Silman, 1994; 
Silman et al., 1992). Die Einnahme oraler Kontrazeptiva oder von Hormoner-
satzpräparaten zeigt widersprüchliche Ergebnisse hinsichtlich der Wahr-
scheinlichkeit, an RA zu erkranken (Silman und Pearson, 2002). Möglicher-
weise ist der protektive Einfluss oraler Kontrazeptiva auf die höhere Dosie-
rung von Östrogenen und Progestinen in früheren Jahren dieser Therapie 
zurückzuführen und ist deshalb in neueren Studien nicht mehr nachzuweisen 
(Doran et al., 2004).  
Bei männlichen RA-Patienten sind die Konzentrationen an 17β-Östradiol und 
Dihydrotestosteron im Blut unverändert (Cutolo et al., 1988). Festzuhalten ist 
jedoch, dass die Testosteronspiegel bei Männern mit RA erniedrigt sind, was 
vermutlich auf eine unzureichende gonadale Produktion der Androgene zu-
rückzuführen ist (Cutolo et al., 1988; Gordon et al., 1988; Kanik et al., 2000; 
Einleitung 20
Mateo et al., 1995; Tengstrand et al., 2002). Bei weiblichen Patienten mit RA 
hingegen stellt sich die Datenlage nicht so eindeutig dar. Man findet im Se-
rum bei Frauen mit RA sehr unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der 
Konzentrationen an aktiven Androgenen und Östrogenen. Die Spiegel des 
potentesten Östrogens 17β-Östradiol sind in einigen Studien im Vergleich zu 
gesunden Kontrollen unverändert (Cutolo et al., 1999; Deighton et al., 1992; 
Sambrook et al., 1988) oder erhöht (Montecucco et  al., 1992). Östron hinge-
gen ist unter Prednisolontherapie vermindert (Sambrook et al., 1988). Die 
Testosteronkonzentration im Serum unterscheidet sich bei Frauen nicht (Cu-
tolo et al., 1999; Deighton et al., 1992). Bei Einnahme von Kortisolpräparaten 
hingegen sind die Testosteronspiegel vermindert (Sambrook et al., 1988). 
Steroidhormonanalysen von Synovialflüssigkeiten von Patienten mit RA im 
Vergleich zu Patienten mit akutem Trauma zeigen, dass RA-Patienten erhöh-
te Konzentrationen an Östrogenen in Relation zu Androgenen aufweisen 
(Castagnetta et al., 2003).  
An dieser Stelle sollen kurz die pro- und antiinflammatorischen Eigenschaf-
ten der Androgene und Östrogene dargestellt werden. Androgene haben ins-
gesamt einen hemmenden Einfluss auf die Immunantwort. Es ist gezeigt 
worden, dass Testosteron die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie 
IL-1β oder TNF inhibiert (Cutolo et al., 1993; Keller et al., 1996). Außerdem 
senkt es die Produktion von Immunglobulinen in peripheren Blutmonozyten in 
gesunden und an SLE erkrankten Personen (Kanda et al., 1994; Kanda et 
al., 1997). Weiterhin verstärkt Methyltestosteron in Anwesenheit von Gluko-
kortikoiden die Apoptose in CD4+/CD8+ T-Zellen (Dulos und Bagchus, 2001). 
Die Wirkung der Östrogene hingegen scheint konzentrationsabhängig zu 
sein. In niedrigen Dosierungen stimulieren sie die Immunantwort. So findet in 
humanen Monozyten eine gesteigerte IL-1β- und Immunglobulinproduktion 
durch 17β-Östradiol statt (Kanda et al., 1999; Polan et al., 1990). Auch hu-
mane Synoviozyten steigern die Sekretion von Metalloproteinasen durch 
niedrige Konzentrationen von Östrogen (Khalkhali-Ellis et al., 2000). Im Ge-
gensatz dazu bewirken hohe Dosierungen von Östrogenen eher einen im-
munsuppressiven Effekt. 17β-Östradiol zeigt in peripheren Monozyten eine 
vermindernde Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNF 
(Evans et al., 1997; Polan et al., 1989). In einer Supplementationsstudie an 
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RA-Patienten mit Ethinylöstradiol verbesserten sich mehrere Krankheitspa-
rameter wie Blutsenkungsrate, C-reaktives Protein und die Anzahl an ge-
schwollenen Gelenken (Bijlsma et al., 1987). Eine Studie an CD4+ T-Zellen 
verdeutlicht den biphasischen Effekt der Östrogene. Während bei niedrigen 
Konzentrationen die Östrogene Östron, 17β-Östradiol und Östriol die TNF-
Sekretion in diesen Zellen stimulierten, inhibierten sie dessen Produktion bei 
höheren Konzentrationen (Correale et al., 1998). 
17β-Östradiol und Östron können weiterhin an unterschiedlichen C-Atomen 
hydroxyliert werden. Verschieden hydroxylierte Östrogene, darunter z. B. 
16α-Hydroxyöstron, sind bei RA und SLE im Serum oder der Synovialflüs-
sigkeit vermehrt gemessen worden (Bucala et al., 1985; Castagnetta et al., 
2003). Aus 17β-Östradiol und Östron können neben den 16-hydroxylierten 
Formen auch 2-hydroxylierte Östrogene gebildet werden. Untersuchungen 
mit den verschieden hydroxylierten Metaboliten zeigen gegensätzliche Effek-
te. Während das 2-hydroxylierte Östron allgemein als „gutes“ Östrogen be-
zeichnet wird, ist das 16α-Hydroxyöstron ein mitogenes Östrogen. Letzteres 
kann kovalent an den Östrogenrezeptor binden und übt somit möglicherwei-
se seine trophischen Eigenschaften aus (Fishman und Martucci, 1980; Swa-
neck und Fishman, 1988). In humanen Brustkrebszellen konnten die prolife-
rativen Eigenschaften der 16α-hydroxylierten Östrogene gezeigt werden. Die 
2-hydroxylierten Östrogene hingegen hatten einen deutlich antiproliferativen 
Effekt auf die Brustkrebszellen (Schneider et al., 1984). In prospektiven Stu-
dien konnte ein höheres Verhältnis der 2α- zu den 16α-hydroxylierten Östro-
genen mit einem verminderten Brustkrebsrisiko assoziiert werden (Meilahn et 
al., 1998; Muti et al., 2000). Zusammenfassend haben die 16α-hydroxylierten 
Östrogene eine starke östrogene Wirkung, während die 2-hydroxylierten eine 
schwache Aktivität aufweisen. Die Rolle der beiden unterschiedlich hydroxy-
lierten Metabolite soll bei Patienten mit RA und SLE im Vergleich zu gesun-
den Kontrollpersonen untersucht werden.  
 
1.4.4 Steroidhormonrezeptoren 
Das Prinzip der Wirkungsweise der Steroidhormone ist bei allen Hormonen 
ähnlich. Die Steroidhormone gelangen über das Blut zu ihren Zielorganen, 
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wo sie wegen ihres lipophilen Charakters durch die Zellmembran in die Zelle 
gelangen. Im Zytoplasma binden sie an ein zytoplasmatisches Rezeptorpro-
tein der Steroid-Thyroid-Hormone-Nuclear-Superfamily, die mit Hitzeschock-
proteinen assoziiert sind. Nach der Bindung der Hormone dissoziieren diese 
Proteine und durch die damit verbundene Konformationsänderung des Re-
zeptors kann dieser in den Zellkern translozieren. Der Steroidhormon-
Rezeptor-Komplex bindet nun mit seiner DNA-bindenden Domäne an ein 
Chromatinprotein der DNA oder interagiert mit anderen Transkriptionsfakto-
ren wie NFκB. Dadurch kommt es zu einer veränderten Genexpression und 
zur Synthese spezifischer mRNAs. Diese Effekte können – je nach betroffe-
nem Gen und Gewebeart – inhibitorisch oder stimulatorisch sein. Zytoplas-
matische Rezeptoren gibt es für verschiedene Steroidhormone und sie kön-
nen auch in den gleichen Zellen exprimiert werden (Aranda und Pascual, 
2001; McKay und Cidlowski, 1999). Rezeptoren für verschiedene Steroid-
hormone wurden in humanem Synovialgewebe von Patienten mit RA sowie 
von gesunden Kontrollpersonen nachgewiesen, so dass man davon ausge-
hen kann, dass die Steroidhormone dort auch ihre Wirkung ausüben können 
(Cutolo et al., 1996; Ishizuka et al., 2004). Die Rezeptoren für Östrogene und 
Androgene wurden hauptsächlich in Entzündungszellen wie Makrophagen 
gefunden, aber auch Fibroblasten exprimieren Steroidhormonrezeptoren. Die 
Dichte an Rezeptoren ist im Synovialgewebe unterschiedlich. Die höchste 
Dichte findet man in der synovialen Deckzellschicht (Ishizuka et al., 2004), 
wobei der Anteil der Steroidhormonrezeptor-positiven Makrophagen hier bei 
Patienten mit RA höher ist als bei Kontrollpersonen mit Knietraumata (Cutolo 
et al., 1992; Cutolo et al., 1996). Beide Studien zeigen eine verminderte Ex-
pression der Androgenrezeptoren auf mRNA- und Proteinebene im Vergleich 
zu Östrogenrezeptoren (Cutolo et al., 1996; Ishizuka et al., 2004). Glukokor-
tikoidrezeptoren sind sowohl im Blut (Bartholome et al., 2004; Eggert et al., 
2002; Schlaghecke et al., 1994) als auch im Synovialgewebe (DiBattista et 
al., 1999; Pelletier et al., 1999) und Knorpel (DiBattista et al., 1991; DiBattista 
et al., 1993) nachgewiesen worden. Unter dem Einfluss von Glukokortikoiden 
und nicht steroidalen antiinflammatorischen Medikamenten wird sowohl in 
Lymphozyten als auch in synovialen Fibroblasten die Expression der Rezep-
toren vermindert (Eggert et al., 2002; Pelletier et al., 1999).  
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1.5 Neuronale Veränderungen bei der rheumatoiden 
Arthritis 
 
Neben der Bedeutung der hormonalen Aspekte spielen auch neuronale Fak-
toren im Krankheitsverlauf der RA eine Rolle. Dafür spricht die Beobachtung, 
dass sich rheumatische Erkrankungen bei Patienten mit Hemiparalyse nicht 
auf die gelähmte Seite ausbreiten (Dolan, 1995; Lapadula et al., 1997). Auch 
der symmetrische Befall der Gelenke ist ein typisches Phänomen der RA und 
im Tiermodell der Arthritis (Al-Matar et al., 2002; Kidd et al., 1995). Zum Bei-
spiel breitet sich die bei Ratten einseitig induzierte Monoarthritis auch auf die 
kontralaterale Extremität aus. Bei Durchtrennung der Nerven auf der nicht 
befallenen Seite ist dies nicht mehr zu beobachten (Kidd et al., 1995). So-
wohl sensible als auch sympathische Nervenfasern sind im Synovialgewebe 
von Patienten mit RA in mehreren Studien nachgewiesen worden (Miller et 
al., 2000; Niissalo et al., 2002; Pereira da Silva und Carmo-Fonseca, 1990). 
Auch die jeweiligen Neuropeptide sind in Synovialflüssigkeiten von RA-
Patienten gemessen worden (Alstergren et al., 1995). Da sich jedoch die 
Wirkungen der Nervensysteme mit ihren Neurotransmittern deutlich vonein-
ander unterscheiden, werden sie im Folgenden getrennt betrachtet.  
 
 
 
1.5.1 Das sensible Nervensystem 
Das sensible Nervensystem spielt bei Wundheilungsprozessen eine bedeu-
tende Rolle. So wurde nach experimenteller Ruptur der Achillessehne der 
Ratte das Einwachsen Substanz P-positiver Nervenfasern beobachtet. Dies 
ging mit gesteigertem Schmerzempfinden einher. Nach dem Abheilen der 
Wunde waren praktisch keine sensiblen Nervenfasern mehr nachzuweisen 
(Ackermann et al., 2003). Im chronischen Stadium der RA ist im Synovium 
eine höhere Dichte an Substanz P+ (SP; ein sensibler Neurotransmitter) Ner-
venfasern im Vergleich zu OA festgestellt worden (Miller et al., 2000; Miller et 
al., 2002). Auch im Tiermodell der Arthritis sind erhöhte Konzentrationen an 
SP im Gelenk gefunden worden (Ahmed et al., 1995). Dies erklärt mögli-
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cherweise die auftretenden Schmerzen bei der Erkrankung. Diese Erschei-
nung der erhöhten sensiblen Nervenfaserdichte tritt auch bei einer weiteren 
chronischen Erkrankung – einer Variante des Asthmas – auf (Lee et al., 
2003).  
Der Einfluss des sensiblen Neurotransmitters SP auf das Immunsystem und 
den Krankheitsverlauf soll nun mit seinen Eigenschaften dargestellt werden. 
Tierversuche an arthritischen Ratten verdeutlichen den proinflammatorischen 
Einfluss von SP auf den Krankheitsverlauf. Die Injektion von SP in das Ent-
zündungsgebiet verschlechtert die Arthritis in diesem Gelenk (Levine et al., 
1985). In einer anderen Studie führt die SP-Gabe in gesunden und entzünde-
ten Rattengelenken zu einer erhöhten Sensibilisierung mit einer erhöhten 
Schmerzempfindlichkeit (Heppelmann und Pawlak, 1997). Die Blockade des 
SP-Signalweges durch einen SP-Antagonisten bewirkt hingegen eine fast 
komplette Hemmung einer induzierten Entzündung im Karrageenan-
Rattenmodell (Lam und Ferrell, 1989). SP stimuliert weiterhin die Sekretion 
verschiedener proinflammatorischer Zytokine aus Immunzellen. So induziert 
sie die Produktion von IL-1, IL-2 und IL-8 aus murinen Lymphozyten (Ra-
meshwar et al., 1993) bzw. humanen Leukozyten (Serra et al., 1994). Auch 
die TNF-Expression in Mastzellen wird durch die SP gesteigert (Ansel et al., 
1993). Eine weitere Wirkung der SP ist die Stimulierung der Fibroblastenpro-
liferation, wobei dieser Effekt zum Teil synergistisch mit IL-1 vermittelt wird 
(Katayama und Nishooka, 1997; Rameshwar et al., 1997). Zuletzt sei noch 
die Aktivierung von humanen Neutrophilen bzw, Leukozyten durch SP ge-
nannt, die mit einem erhöhten O2-Verbrauch und einer vermehrten H2O2- 
bzw. O2--Produktion einhergeht (Serra et al., 1988; Serra et al., 1994).  
 
1.5.2 Das sympathische Nervensystem 
Bei Patienten mit chronischer RA ist im Synovialgewebe ein drastischer Ver-
lust an sympathischen Nervenfasern im Vergleich zu Kontrollpersonen fest-
gestellt worden (Miller et al., 2000; Miller et al., 2002; Pereira da Silva und 
Carmo-Fonseca, 1990). Für die Charakterisierung der sympathischen Ner-
venfasern wurde hierbei das Schlüsselenzym der Noradrenalinproduktion, 
die Tyrosinhydroxylase (TH), verwendet. Die Dichte an TH-positiven Nerven-
fasern korrelierte dabei negativ mit dem Entzündungsstatus im Synovium 
Einleitung 25
und der IL-6-Sekretion aus dem Gewebe (Miller et al. 2000). Jedoch ist die 
Freisetzung des sympathischen Neurotransmitters Noradrenalin aus dem 
Synovialgewebe im Vergleich zu OA-Patienten nicht vermindert. Seine Her-
kunft sind vermutlich synoviale Makrophagen oder andere TH+ Zellen (Miller 
et al., 2000; Miller et al., 2002). Die Entfernung des Sympathikus im Tiermo-
dell verdeutlicht seinen zeitabhängigen unterschiedlichen Einfluss auf den 
Krankheitsverlauf. Während eine Sympathektomie vor der Erkrankung einen 
deutlich milderen Verlauf der induzierten Arthritis zur Folge hat (Härle et al., 
zur Publikation angenommen; Sluka et al., 1994), führt eine Spätsympathek-
tomie zu einer Verschlechterung der klinischen Parameter bei den Tieren 
(Härle et al., zur Publikation angenommen; Levine et al., 1985). Das sympa-
thische Nervensystem zeigt somit eine duale Rolle mit einem proinflammato-
rischen Einfluss in der frühen Phase der Entzündung und einen 
antiinflammatorischen Einfluss im späteren Verlauf der Erkrankung (Levine et 
al., 1988; Lorton et al., 1999). Die Ursache dieser Beobachtung liegt in der 
unterschiedlichen Zytokinstimulierung in den lymphatischen Organen. So 
konnte gezeigt werden, dass die Frühsympathektomie im Vergleich zu den 
nicht behandelten Tieren zu erhöhten IL-10- und IL-4-Konzentrationen in den 
lokalen Lymphknoten führt (Härle et al., zur Publikation angenommen). Die 
Milz- und Lymphknotenzellen spätsympathektomierter arthritischer Mäuse 
hingegen hatten eine signifikant höhere TNF- und INF-γ-Sekretion im 
Vergleich zu den nicht-sympathektomierten Tieren. Dies verdeutlicht, dass 
das sympathische Nervensystem in den verschiedenen Phasen der 
Erkrankung die Sekretion pro- und antiinflammatorischer Zytokine in den 
lymphatischen Organen moduliert und somit in einer frühen Phase der 
Erkrankung zu einer Verstärkung der Entzündung und in der chronischen 
Phase zu einer Hemmung der induzierten Arthritis führt. Der bei der RA 
beobachtete Verlust an sympathischen Nervenfasern (Miller et al., 2000; 
Miller et al., 2002) hat demnach einen entzündungsfördernden Effekt.  
Nun soll auf die Wirkungen der sympathischen Neurotransmitter (vor allem 
Adenosin und Noradrenalin) näher eingegangen werden. Noradrenalin bindet 
an α- und β-Rezeptoren verschiedener Immunzellen und löst dort unter-
schiedliche Reaktionen aus. In niedriger Konzentration bindet es vor allem an 
α-Rezeptoren. Dies bewirkt in Makrophagen eine vermehrte TNF-Produktion 
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(Spengler et al., 1990). Noradrenalin und Adrenalin führen über einen α2-
adrenergen Mechanismus zu einer Verschiebung der Synoviozytenpopulati-
on. So erhöhen sie die Anzahl der makrophagenähnlichen Synovialzellen 
wohingegen die Synoviozyten vom Typ B durch Noradrenalin und Adrenalin 
vermindert werden (Mishima et al., 2001). Bei hohen Konzentrationen bevor-
zugt Noradrenalin die Bindung an β-Rezeptoren. Die Stimulation dieser Re-
zeptoren führt dagegen zu einer Reduktion der Sekretion von TNF aus LPS-
stimulierten Makrophagen und erhöht die Expression des T-Zell-Rezeptors 
(Guirao et al., 1997; Haskó et al, 1998). Noradrenalin inhibiert neben TNF 
auch die Produktion von IL-6 und IL-8 von synovialen Zellen (Miller et al., 
2002). Dieser suppressive Effekt auf die TNF- und IL-8-Sekretion wird in RA-
Synoviozyten durch Kortikosteroide verstärkt (Straub et al., 2002). Weiterhin 
vermindert die Gabe eines β2-Agonisten die IFN-γ- und IgG2a-Produktion aus 
murinen TH1- bzw. B-Zellen (Sanders et al., 1997). Im Kollagen II induzierten 
Arthritis-Tiermodell zeigt sich der antiinflammatorische Einfluss des β2-
adrenergen Agonisten Salbutamol. Die mit dieser Substanz behandelten Tie-
re weisen einen deutlich milderen Krankheitsverlauf auf als die Kontrollgrup-
pe. Die Autoren führen diese Beobachtung auf die verminderte IL-12 und 
TNF-Produktion aus Peritonealmakrophagen und eine erniedrigte IFN-γ-
Sekretion aus den Lymphknoten der mit Salbutamol behandelten Tiere zu-
rück (Malfait et al., 1999). Ein weiterer Mechanismus der Wirkung sympathi-
scher Neurotransmitter über den β-adrengergen Rezeptor ist der chemotakti-
sche Effekt von Noradrenalin, Neuropeptid Y (NPY) und dem β-Agonisten 
Isoproterenol auf Monozyten, der bei Gabe von α-Agonisten nicht zu beo-
bachten war (Straub et al., 2000). Neben Noradrenalin moduliert auch NPY 
verschiedene immunologische Aspekte wie die Aktivierung natürlicher Killer-
zellen, die Zytokinsekretion aus Monozyten und die Differenzierung von T-
Zellen (Bedoui et al., 2003). Auf Grund der Irrelevanz in dieser Arbeit wird 
jedoch hier nicht näher darauf eingegangen.  
Ein weiterer sympathischer Neurotransmitter ist Adenosin. Es interagiert mit 
Adenosin-Rezeptoren und führt über eine cAMP-Erhöhung zu vielen an-
tiinflammatorischen Effekten (A2). So hemmt es die TNF- und IL-12-
Produktion aus humanen Monozyten und aus Makrophagen der Ratte und 
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steigert die IL-10-Sekretion aus humanen Monozyten (Le Moine et al., 1997; 
Link et al., 2000; Ritchie et al., 1997). Weiterhin hemmt Adenosin die Aktivität 
zytotoxischer T-Zellen und natürlicher Killerzellen (Priebe et al., 1988). Hohe 
Konzentrationen an Adenosin führen zu einer verminderten Leukozytenak-
kumulation im Entzündungsarreal und vermindern somit den Entzündungs-
grad (Cronstein et al., 1995). Insgesamt zeigen sympathische Neurotransmit-
ter vielfältige Wirkungen auf das Immunsystem, die bei entzündlichen Pro-
zessen von Bedeutung sind. Hinsichtlich des großen Einflusses und der Be-
deutung sensibler und sympathischer Nervenfasern mit ihren Neurotransmit-
tern wird bei der RA (und anderen Entzündungen) von einer „neurogenen 
Entzündung“ gesprochen (Konttinen et al., 1994; Matucci-Cerinic et al., 
1998). 
 
1.5.3 Nerven-abstoßende Faktoren und Nervenwachstumsfakto-
ren 
Die Ursache der Dissoziation der Dichte an sympathischen und sensiblen 
Nervenfasern (Verlust der sympathischen bzw. Erhöhung der sensiblen Fa-
sern) bei der RA ist bislang unbekannt. Eine Rolle hierbei könnte das Ver-
hältnis von Nerven-abstoßenden Faktoren und Nervenwachstumsfaktoren 
spielen (Konttinen et al., 1994). Kürzlich wurde gezeigt, dass der sympathi-
sche Nerven-abstoßende Faktor Semaphorin 3C im Synovium von Patienten 
mit RA im Vergleich zu OA und gesunden Kontrollpersonen hochreguliert 
wird. Dies konnte für Nerven-abstoßenden Faktoren des sensiblen Nerven-
systems nicht beobachtet werden (Miller et al., 2004). Diese Studie erklärt 
möglicherweise den Verlust an sympathischen Nervenfasern im Synovialge-
webe bei RA im Vergleich zu OA und Patienten ohne entzündliche Anzei-
chen im Synovium in dieser Studie. Jedoch gibt es keine Erklärung für die 
erhöhte Dichte sympathischer Nervenfasern bei OA-Patienten im Vergleich 
zu den anderen Gruppen. Neurotrophe Faktoren wie der brain derived neu-
rotrophic factor (BDNF), nerve growth factor (NGF), Neurotrophin-3, Neu-
rotrophin 4/5 und der ciliary neurotrophic factor (CNTF) spielen hierbei mögli-
cherweise neben Nerven-abstoßenden Faktoren eine Rolle. Diese Neu-
rotrophine haben neben ihrer Bedeutung bei der Entwicklung und Differen-
zierung des Nervensystems auch die Aufgabe der Erhaltung der sensiblen 
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Nervenfasern im Gewebe (Kirstein und Fariñas, 2002). Allerdings ist der Ef-
fekt der Neurotrophine nicht spezifisch auf die sensiblen Nervenfasern be-
schränkt. Die Bedeutung der beiden Neurotrophine NGF und BDNF in ent-
zündlichen Prozessen soll an dieser Stelle nun kurz beleuchtet werden. NGF 
wird in Verbindung mit mehreren inflammatorischen Erkrankungen gebracht 
und wird bei Entzündungen der Haut (Shu und Mendell, 1999), der Lunge 
(Braun et al., 1999) und der RA (Aloe et al., 1992) hochreguliert. Durch den 
neurotrophen Effekt des NGF auf beide Nervenfaserarten muss jedoch ein 
anderer Faktor für die Dissoziation der sympathischen und sensiblen Nerven-
fasern im Synovialgewebe von RA-Patienten verantwortlich sein. BDNF – ein 
weiteres Neurotrophin – wird eher in den Zusammenhang mit sensiblen Ner-
venfasern gebracht (Pezet et al., 2002). Weiterhin ist bekannt, dass BDNF 
nach einer akuten Entzündung zentral produziert wird und in die peripheren 
Gewebe transportiert wird (Bayas et al., 2002; Cho et al., 1997). Auch ist ge-
zeigt worden, dass aktivierte Immunzellen nach Stimulation BDNF sezernie-
ren (Barouch et al., 2000; Kerschensteiner et al., 1999). In entzündlichen Er-
krankungen wie der akuten Pankreatitis, der Multiplen Sklerose oder der En-
zephalitis ist ebenfalls BDNF nachgewiesen worden (Kerschensteiner et al., 
1999; Toma et al., 2002). Die Rolle des BDNF bei OA oder RA ist bisher 
nicht untersucht worden.  
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 
 
Die Ziele dieser Arbeit waren, sowohl hormonale als auch neuronale Verän-
derungen bei der RA aber auch bei anderen chronischen Erkrankungen des 
Bindegewebes herauszustellen, die möglicherweise zur Pathogenese der 
Krankheiten beitragen. Darunter fallen Konversionsexperimente an gemisch-
ten primären Synovialzellen, um die lokale Umwandlung von Steroidhormo-
nen im Gewebe durch die 11βHSD und die STS aufzuzeigen. Weiterhin soll-
ten die Bedeutung unterschiedlich hydroxylierter Östrogene bei der RA und 
dem SLE aufgezeigt werden. Hinsichtlich der neuronalen Veränderungen war 
die Innervierung im Synovialgewebe von Patienten mit OA, RA und gesun-
den Kontrollpersonen und die Rolle des BDNF von Interesse. Bei zwei weite-
ren Erkrankungen des Bindegewebes sollten ebenfalls die sympathische und 
sensible Nervenfaserdichte bestimmt werden: bei Achillodynie- und Du-
puytren-Patienten.  
 
1.6.1 Hormonale Veränderungen 
Ein Ziel dieser Arbeit war es, die lokale Deaktivierung und Reaktivierung des 
Kortisol und die Expression beider dafür zuständiger Enzyme der 11βHSD im 
Synovialgewebe von Patienten mit RA im Vergleich zu OA zu bestimmen. 
Weiterhin sollten verschiedene Substanzen, die möglicherweise einen Ein-
fluss auf die Konversion haben könnten, getestet werden. Hierunter fallen z. 
B. einige Entzündungsmarker wie das TNF oder sympathische Neurotrans-
mitter. Neben der Untersuchung des Kortisolmetabolismus in primären ge-
mischten Synoviozyten von RA-Patienten sollte die Konversion in diesen Zel-
len zu einem weiteren antiinflammatorisches Hormon, dem DHEA, unter-
sucht werden. Ferner sollte diese lokale Umwandlung von DHEAS zu DHEA 
in den Synovialzellen hinsichtlich eventueller die Konversion modulierender 
Substanzen untersucht werden. Ein zusätzlicher hormonaler Aspekt in der 
Pathogenese der RA und auch des SLE spielen die Östrogene. Die unter-
schiedlichen Effekte der 2α- und der 16α-hydroxylierten Östrogene ist in ver-
schiedenen Studien gezeigt worden. Möglicherweise spielen beide Hormone 
mit ihren stark östrogenen bzw. antagonisierenden Wirkungen eine Rolle bei 
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Erkrankungen wie SLE oder RA, welche mit einer erhöhten Proliferation im 
Gewebe verbunden sind. Die vorliegende Arbeit sollte nun diesen Zusam-
menhang bei Patienten mit RA und SLE im Vergleich zu gesunden Kontroll-
personen herausstellen. Dazu wurde die Konzentration der unterschiedlich 
hydroxylierten Metabolite im Urin gemessen.  
 
1.6.2 Neuronale Veränderungen 
In dieser Arbeit sollte erstmals an einer großen Patientengruppe die Dichte 
an sensiblen und sympathischen Nervenfasern im Synovium gesunder Pati-
enten im Vergleich zu OA und RA bestimmt werden. Bei der gesunden Kon-
trollgruppe handelte es sich um Patienten mit einem akuten Knietrauma, bei 
dem davon ausgegangen werden konnte, dass im Synovium keine krankhaf-
ten und entzündlichen Veränderungen vorhanden waren. Weiterhin sollte die 
Dichte an BDNF-positiven Zellen im Synovialgewebe aller drei Gruppen 
quantifiziert werden und in Beziehung zu der Nervenfaserdichte an sensiblen 
und sympathischen Nervenfasern gesetzt werden, um so möglicherweise 
eine Erklärung für die Dissoziation der beiden Nervenfaserarten zu finden.  
Auch bei Patienten mit Achillodynie und Morbus Dupuytren sollte im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollpersonen die Dichte an sympathischen und sen-
siblen Nervenfasern in der Achillessehne bestimmt werden. Die Pathogenese 
bei diesen Erkrankungen ist weitgehend unklar. Möglicherweise spielen SP+ 
Nervenfasern dabei eine Rolle, da bekannt ist, dass sensible Nervenfasern 
im Entzündungsgebiet (Miller et al., 2000) oder bei Wundheilungen (Lai et al., 
2002; Wolf et al., 2001) vermehrt vorhanden sind. Das Ziel war es, die Dichte 
beider Nervenfaserarten im Sehnen- bzw. Fasziengewebe bei Patienten mit 
Achillodynie und Morbus Dupuytren im Vergleich zu gesunden Kontrollper-
sonen zu bestimmen und Zusammenhänge mit der Infiltration verschiedener 
Entzündungszellen herzustellen.  
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Tabellarische Zusammenfassung der angewandten 
Methoden 
 
In Tabelle 3 sind alle wichtigen benutzten Methoden zusammengefasst. Es 
kann daraus entnommen werden, in welcher Publikation eine nähere Be-
schreibung zu finden ist oder ob eine ergänzende Beschreibung folgt.  
 
Tab. 3: Tabellarische Zusammenfassung der angewandten Methoden. M1 – M6 = Beschrei-
bung der Methode im jeweiligen Manuskript, E = ergänzende Beschreibung im Kapi-
tel Material und Methoden.  
Histologische Bestimmungen 
HE-, Giemsa- und Turnbull-Blau-Färbung, CD68+ und CD163+ 
Makrophagen, CD3+ T-Zellen, CD20+ B-Zellen, CD45+ Leukozyten, 
CD117+ Mastzellen, S100+ Granulozyten, Kollagen IV+ Blutgefäße, 
Prolyl-4-Hydroxylase+ Fibroblasten 
M1, M2, 
M4, M5, 
M6 
Steroidkonvertierende Enzyme: STS, 11βHSD 1, 11βHSD 2 M1, M2 
TH+ und SP+ Nervenfasern sowie TH+ und BDNF+ Zellen 
M1, M2, 
M4, M5, 
M6 
In-situ-Hybridisierung 
BDNF M4 
Superfusion 
Superfusion von Synovialgewebe M1, M2 
Konzentrationsbestimmungen per ELISA 
Zytokine: IL-6, IL-8, TNF M1, M2 
Steroidhormone: 16α-Hydroxyestron, 2α-Hydroxyestron, 2α-
Hydroxyestradiol, 2α-Hydroxyestriol 
M3 
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Zellisolation und Zellkultur 
Gewinnung der primären Synovialzellen M1, M2 
Zellkultur der L929 Zellen M2 
Bioassays 
Bioassay mit TNF-sensitiven L929 Zellen M2 
LIVE/DEAD-Assay  E 
Steroidkonversionen 
Konversion von DHEAS zu DHEA M2 
Konversion von Kortisol zu Kortison M1 
 
 
2.2 Patienten und Patientenmaterial 
 
In den vorliegenden Manuskripten wurde Material von Patienten mit RA, 
SLE, OA, Achillodynie, Morbus Dupuytren sowie von gesunden Kontrollen-
personen untersucht. Alle Patienten wurden über den Zweck der Studien un-
terrichtet und gaben ihr schriftliches Einverständnis. Die Studien wurden 
durch das Ethikkomitee der Universität Regensburg  genehmigt. Die klini-
schen Daten sowie die Medikation der Patienten wurden aufgezeichnet. Zur 
Bestimmung der hydroxylierten Östrogene im Urin wurden Urinproben am 
Morgen und zusätzlich ein 24 Stunden Urin gesammelt. Entsprechende Ali-
quots wurden bis zur weiteren Verwendung bei –30°C aufbewahrt. Das Sy-
novialgewebe wurde im Rahmen von Kniegelenkersatzoperationen oder 
Arthroskopien entnommen, in Natriumchloridlösung gekühlt ins Labor trans-
portiert und dort für die unterschiedlichen Untersuchungen (Histologie, Su-
perfusion, Gewinnung der primären Synoviozyten) vorbereitet. Für die Be-
stimmung der sympathischen und sensiblen Nervenfaserdichte bei Patienten 
mit Achillodynie und Dupuytren wurden Achillessehne- bzw. Handfas-
zienproben im Zuge routinemäßiger histologischer Untersuchungen ent-
nommen.  
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2.3 Histologie 
 
Die immunhistologischen Bestimmungen wurden an Aceton, Aceton-
Methanol oder Formaldehyd fixierten Gefrierschnitten sowie an Formaldehyd 
fixierten Paraffinschnitten durchgeführt. Die folgende Tabelle gibt eine Über-
sicht über die markierten Antigene, die verwendeten Fixierungen, Antigene, 
Detektionssysteme und Substrat-Chromogenlösungen.  
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Tab. 4: Übersicht über die immunhistologischen Methoden. C = Gefrierschnitt, P = Paraffin-
schnitt, A = Aceton fixiert, AM = Aceton-Methanol fixiert, F = Formaldehyd fixiert, 
APAAP = Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase.  
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BDNF wurde zusätzlich mittels in-situ-Hybridisierung im Synovialgewebe von 
OA und RA Patienten nachgewiesen. Diese Untersuchung wurde von Micha-
el Harbuz, Department of Clinical Medicine, University of Bristol, UK, durch-
geführt. Als histologische Färbemethoden wurden die HE-, die Giemsa- und 
die Turnbull-Blau-Färbung verwendet. Die quantitative Auswertung der posi-
tiv gefärbten Strukturen ist den jeweiligen Manuskripten zu entnehmen.  
 
2.4 Superfusion 
 
Die Sekretion der Zytokine IL-6, IL-8 und TNF aus dem Synovialgewebe 
wurde mit Hilfe der Superfusion bestimmt. Diese Methode wurde von Prof. 
Straub ursprünglich zur Untersuchung der Nerv-/Immunzell-Interaktion im 
murinen Milzgewebe entwickelt (Straub et al., 1995) und auch auf das huma-
ne Synovialgewebe angewendet (Miller et al., 2000). Mit Hilfe der Superfusi-
on kann sowohl die Freisetzung verschiedener Substanzen aus dem Gewe-
beverband als auch die Veränderung dieser durch verschiedene Wirkstoffe 
ermittelt werden. In dieser Arbeit wurden Synovialgewebestückchen mit einer 
Größe von ca. 16mm² mit Medium bei einer konstanten Durchflussrate von 
66µl/min superfundiert. Im aufgefangenen Zwei-Stunden-Superfusat konnte 
dann die Konzentration der Zytokine bestimmt werden.  
 
2.5 Bestimmung der Zytokin- und Hormonkonzentratio-
nen im Superfusat und Urin 
 
Die Zytokin- und Hormonkonzentrationen im Superfusat und Urin wurde mit-
tels ELISA bestimmt. Die Durchführung erfolgte entsprechend Arbeitsanlei-
tungen der ELISA-Kits. Eine Übersicht der verwendeten Kits zeigt Tabelle 5.  
 
Tab. 5: Übersicht der verwendeten ELISA-Kits.  
ELISA Firma Bestimmung im
Estramet 2/16 IBL, Hamburg Urin 
OptEIATM Set: Human IL-6 PharMingen, San Diego, USA Superfusat 
OptEIATM Set: Human IL-8 PharMingen, San Diego, USA Superfusat 
TNF, hochsensitiv R&D Systems, Wiesbaden Superfusat 
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2.6 Zellisolation und Zellkultur 
 
Die gemischten Synovialzellen wurden aus frischem Synovialgewebe durch 
enzymatischen Verdau isoliert. Diese so gewonnenen primären Synovialzel-
len wurden in serumfreiem RPMI 1640 resuspendiert und entweder sofort für 
die Konversion von DHEAS zu DHEA verwendet oder in Teflonbeuteln auf 
Eis nach Jena ans Institut für Biochemie der Friedrich-Schiller-Universität 
verschickt. Dr. Martin Schmidt untersuchte dort die Steroidkonversion von 
Kortisol zu Kortison. 
 
2.7 Bioassays 
 
Um den TNF-neutralisierenden Effekt der polyklonalen Immunglobluline zu 
testen, wurden TNF-sensitive murine L929 Fibrosarkomzellen unter Zugabe 
von Actinomycin D mit verschiedenen Konzentrationen von TNF (0-625 
pg/ml) zusammen mit den folgenden Konzentrationen an IgG und Infliximab 
inkubiert:  0.01 und 0.1 pg/ml. Die Überlebensrate der Zellen wurde mittels 
eines CellTiter 96 AQueous Assay (Promega Corporation, Madison, USA) 
ermittelt.  
Um eventuelle Toxizität zugegebener Substanzen auf die Zellen auszu-
schließen, wurde bei allen Zellkulturexperimenten der LIVE/DEAD-Viability-
Cytotoxicity-Assay durchgeführt (Molecular Probes, Leiden, Niederlande). 
Dazu wurden die Zellen mit den Substanzen Calcein AM (2µM) und Ethidium 
Homodimer-1 (4µM) für 30 Minuten inkubiert. Calcein AM wird von intakten 
Zellen aufgenommen und durch eine zelleigene Esterase in das grün fluo-
reszierende Calcein umgewandelt. Ethidium-Homodimer-1 kann hingegen 
nur durch zerstörte Zellmembranen in die Zellen gelangen und dort an die 
DNS binden. Die toten Zellen zeigen nun eine intensiv rote Fluoreszenz. Zur 
Quantifizierung wurden im Fluoreszenzmikroskop pro Bedingung die Anzahl 
an lebenden und toten Zellen in drei Gesichtfeldern bestimmt. Die Überle-
bensrate der Zellen lag immer zwischen 80 und 90 Prozent.  
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2.8 Steroidkonversionen 
 
Für die Untersuchung der Steroidkonversionen wurden die primären Synovi-
alzellen mit radioaktiv markierten Substraten (0,2µM [1,2,6,7-3H]-DHEAS, 
0,249µM [4-14C]-Kortisol) allein und unter Anwesenheit bestimmter, die Kon-
versionen modulierender, Substanzen für 24 bzw. 48 Stunden inkubiert. Die 
verwendeten Substanzen sind mit ihren Konzentrationen in der folgenden 
Tabelle wiedergegeben.  
 
Tab. 6: Verwendete Substanzen für die Steroidkonversionen. 
Substanz Firma Eingesetzte        Konzentration 
Konversion von DHEAS zu DHEA 
IgG Gammonativ Pharmacia & Upjohn, Erlangen 0.01 und 0.1 µg/ml 
Infliximab Essex Pharma GmbH, München 0.01 und 0.1 µg/ml 
rmOSMβ-Rezeptor/ 
Fc-Chimäre R&D Systems, Wiesbaden 0.01 und 0.1 µg/ml 
Konversion von Kortisol zu Kortison 
Adenosin Sigma-Aldrich, Steinheim 2.5 x 10-5 M 
Carbenoxolon Sigma-Aldrich, Steinheim 5 µM 
Infliximab Essex Pharma, München 3 µg/ml 
Isoproterenol Sigma-Aldrich, Steinheim 10-5 M 
L-703,606 Sigma-Aldrich, Steinheim 10-6 M 
Metyrapon Sigma-Aldrich, Steinheim 100 µM 
SP Sigma-Aldrich, Steinheim 10-9 M 
TNF PeproTech, Rocky Hill, USA 10 ng/ml 
 
Die Steroide wurden aus dem Überstand mit Ethylacetat extrahiert, vom Lö-
sungsmittel befreit und in Ethanol gelöst. Mit Hilfe zweier Dünnschichtchro-
matographiesysteme (Kortisol zu Kortison: Chloroform : Ethylacetat : Ethanol 
20:5:1; DHEAS zu DHEA: Chloroform : Diethylether 1:1, beide auf Kiesel-
gelplatten) wurden die Steroide getrennt und die Spots mit Hilfe eines 
Phosphoimagers ausgewertet.  
Zur Bestimmung der Aktivität der Reduktaseaktivität der 11βHSD 1 wurde 
der spezifische Inhibitor Metyrapon eingesetzt (Kumar et al., 1997). Dadurch 
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wurde die Reaktion von inaktivem Kortison zum aktiven Kortisol gehemmt. 
Um nun dieses Ausmaß an Reaktivierung zu messen, wurde ein Verhältnis 
zwischen Kortisonproduktion unter Metyraponeinfluss und Kortisonbildung 
ohne Hemmstoff gebildet. Diese Formel lautet demnach folgendermaßen: 
 
  Reaktivierungsquotient =      
Kortison Metyrapon 
Kortison  
Dieser Quotient wird nun als Maß für die Kapazität der Zellen herangenom-
men, Kortison wieder zu Kortisol zu reaktivieren.  
 
2.9 Statistische Auswertung der Daten 
 
Alle Ergebnisse wurden mit SPSS / PC, Version 11.5, SPSS Inc., Chicago, 
USA ausgewertet. Alle Daten wurden als Mittelwerte ± Standardfehler ange-
geben. Gruppenmittelwerte wurden mittels der folgenden Tests verglichen: t-
Test, Mann-Whitney-Test, Wilcoxon-Test. Korrelationen wurden mit der 
Spearman Rank Korrelationsanalyse ermittelt. Eine ROC-Analyse (receiver 
operator characteristic) wurde angewendet, um einen Trennwert des Reakti-
vierungsquotienten zwischen beiden Gruppen (OA und RA) zu errechnen. 
Bei allen Statistiken galt ein p-Wert kleiner als 0.05 als signifikant.  
 
2.10 Eigener Arbeitsanteil an den verschiedenen Manu-
skripten 
 
M1 Reduced capacity for the re-activation of glucocorticoids in rheumatoid 
arthritis synovial cells. Arthritis Rheum., in Revision. 
- Vorbereitung des Synovialgewebes 
- Superfusion des Synovialgewebes 
- Gewinnung der Synovialzellen 
- Histologische und immunhistologische Bestimmungen 
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M2 TNF inhibits dehydroepiandrosterone (DHEA) sulfate to DHEA con-
version in rheumatoid arthritis synovial cells – a prerequisite for local 
androgen deficiency. Arthritis Rheum., in Revision. 
- Vorbereitung des Synovialgewebes 
- Superfusion des Synovialgewebes 
- Gewinnung der Synovialzellen 
- Steroidkonversionsexperimente (zur Hälfte von Soňa Struharo-
va durchgeführt) 
- Histologische und immunhistologische Bestimmungen 
- Bioassay mit TNF-sensitiven L929 Zellen 
 
M3 Patients with rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus 
have increased renal excretion of mitogenic estrogens in relation to 
endogenous antiestrogens. J Rheumatol. 2004; 31:489-494. 
- Einfrieren und Aliquotieren des Probenmaterials 
- ELISA der Hormone im Urin 
 
M4 Low density of sympathetic nerve fibers and increased density of brain 
derived neurotrophic factor – positive cells in RA synovium. Ann 
Rheum Dis., zur Publikation angenommen. 
- Betreuung der immunhistologischen Arbeiten von Christoph 
Holzer: TH- und SP-Bestimmung im gesunden Synovialgewebe 
sowie die Durchführung der BDNF-Immunhistologie an Patien-
ten mit RA, OA und gesunden Kontrollpersonen 
- Vorbereitung des Synovialgewebes von Patienten mit RA und 
OA 
- Immunhistologische Bestimmungen der Nervenfaserdichte und 
TH-positiven Zellen bei Patienten mit RA und OA sowie die im-
munhistochemischen Doppelfärbungen 
 
M5 Achilles tendinosis is associated with sprouting of substance P – posi-
tive nerve fibers. Ann Rheum Dis., zur Publikation angenommen. 
- Immunhistologische Bestimmungen der Nervenfaserdichte 
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M6 Dupuytren´s contracture is associated with sprouting of SP-positive 
nerve fibers and infiltration by mast cells., J Rheumatol., zur Publika-
tion eingereicht.  
- Immunhistologische Bestimmungen der Nervenfaserdichte 
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3 Ergebnisse 
 
Die Ergebnisse der verschiedenen Manuskripte sind im Folgenden zusam-
mengefasst dargestellt. Die Grafiken und die exakten Daten sind den jeweili-
gen Publikationen im Anhang zu entnehmen. 
 
3.1 Hormonale Veränderungen 
 
Hinsichtlich der Aktivität der beiden Enzyme STS und 11βHSD in primären 
gemischten Synovialzellen sowie der Exkretion hydroxylierter Östrogene sind 
Unterschiede bei den Patienten mit RA und SLE im Vergleich zu den jeweili-
gen Kontrollpersonen festgestellt worden, die nun genauer dargestellt wer-
den. 
 
3.1.1 Steroidkonversion durch die 11β-Hydroxysteroiddehydro-
genase  
Die untersuchten Patienten mit RA zeigten vergleichsweise höhere lokale 
Entzündungsparameter als Patienten mit OA (IL-6- und IL-8-Konzentration im 
Superfusat, Dicke der Deckzellschicht, absolute Zelldichte und Infiltration an 
CD3+ T-Zellen, CD163+ Makrophagen und Kollagen IV+ Gefäßen im Synovi-
algewebe).  
Weitere immunhistologische Untersuchungen zeigten, dass beide Isoenzyme 
der 11βHSD in synovialen Makrophagen exprimiert waren. Die 11βHSD-
positiven Zellen waren über alle Schichten des Synoviums verteilt. Die ge-
mischten primären Synovialzellen konvertierten das zugegebene [4-14C]-
Kortisol zu [4-14C]-Kortison. Diese Umwandlung war durch die Zugabe von 
Carbenoxolon – einem Inhibitor beider Isoenzyme – in OA Synoviozyten sig-
nifikant verringert (p=0.018). Auch bei den RA-Patienten zeigte sich mit Car-
benoxolon eine Verringerung der Enzymaktivität, die allerdings nicht das 
Signifikanzniveau erreichte (p=0.068). Unter Metyraponeinfluss, einem spezi-
fischen Hemmstoff der reduzierenden Eigenschaften der 11βHSD 1 (Kumar 
et al., 1997), war die Bildung an Kortison in OA-Synoviozyten signifikant er-
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höht, was in den gemischten Synovialzellen von RA-Patienten nicht zu beo-
bachten war. Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass die Reaktion vom 
inaktiven Kortison zum aktiven Kortisol in Synovialzellen von OA-Patienten 
wesentlich ausgeprägter vorhanden sein muss.  
Auch der Reaktivierungsquotient (Kortisonproduktion unter Metyrapo-
neinfluss : Bildung von Kortison ohne Hemmstoffe) war bei OA-Patienten im 
Vergleich zu RA-Patienten signifikant erhöht.  
Die Medikation der Patienten zeigte keinerlei Einfluss auf den Reaktivie-
rungsquotienten. Eine ROC-Analyse ergab einen Cut-off-Wert beider Grup-
pen bei einem Reaktivierungsquotienten von 1.93. Dies bedeutet, dass an 
Hand dieses Wertes die RA-Patienten von den OA-Patienten getrennt wer-
den können, da der Reaktivierungsquotient bei den OA-Patienten oberhalb 
und bei den RA-Patienten unterhalb dieses Wertes lag.  
Die immunhistologische Quantifizierung der 11βHSD 1- und 2-positiven Zel-
len ergab ebenfalls Unterschiede zwischen beiden Gruppen. Während die 
Isoenzym 2-positiven Zellen zwischen den beiden Patientengruppen nicht 
differierten, waren die 11βHSD 1-positiven Zellen im Synovialgewebe von 
OA-Patienten signifikant erhöht. Das Verhältnis beider Isoenzyme (2/1) ergab 
ebenfalls eine erhöhten Wert für die Gruppe der OA-Patienten.  
Da bekannt ist, dass die Zytokine TNF und IL-1β einen Einfluss auf die 
11βHSD haben können (Cooper et al., 2001; Escher et al., 1997; Handoko et 
al., 2000; Tomlinson et al., 2001), wurden die ermittelten Entzündungspara-
meter der OA- und RA-Patienten mit den jeweiligen Reaktivierungsverhält-
nissen korreliert. Dies ergab eine signifikante Korrelation zwischen den Su-
perfusatkonzentrationen an IL-6, IL-8, der Gesamtzell- sowie der T-Zelldichte 
und dem Reaktivierungsmaß. Das heißt, dass bei RA-Patienten die Reakti-
vierung des Kortisons zum Kortisol umso höher ist, je stärker die Entzündung 
im Synovialgewebe war. Bei den OA-Patienten konnte kein Zusammenhang 
zwischen dem Entzündungsstatus und dem Maß an Reaktivierung festge-
stellt werden. Da das Reaktivierungsverhältnis jedoch in den RA-
Synoviozyten insgesamt geringer als bei den OA-Patienten war, erklärt der 
Zusammenhang zwischen der Entzündung und dem Maß an Reaktivierung 
nicht die verminderte Reaktivierung bei RA im Vergleich zu OA. Für diese 
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unterschiedliche Enzymaktivität muss es deshalb eine andere Ursache ge-
ben.  
Der in früheren Studien (Miller et al., 2000; Miller et al., 2002) beobachtete 
Verlust an sympathischen Nervenfasern im Synovialgewebe bei Patienten 
mit RA im Vergleich zu OA konnte in dieser Studie bestätigt werden. Da die-
ser Rückzug der sympathischen Nervenfasern auch mit einer Reduzierung 
an sympathischen Neurotransmittern einherging und da die Interaktionen 
zwischen Glukokortikoiden und α- und β-Adrenorezeptoren bekannt war 
(Flugge, 1999; Korn et al., 1998), wurden diese zwei Rezeptoren mit den je-
weiligen Agonisten stimuliert: Isoproterenol als β-Adrenorezeptor-Agonist und 
Adenosin in hoher Konzentration als Adenosin A2-Adrenorezeptor-Agonist. 
Beide Substanzen inhibierten die Konversion von Kortisol zu Kortison in OA- 
und RA-Synoviozyten, was deutlich macht, dass sympathische Neurotrans-
mitter einen Einfluss auf die oxidierenden Eigenschaften der 11βHSD 1 oder 
2 haben.  
 
3.1.2 Steroidkonversion durch die Dehydroepiandrosteronsulfat-
sulfatase 
Wie in der vorhergehenden Studie wurde auch hier bei allen Patienten mit 
RA und OA histologische Entzündungsparameter (Dicke der Deckzellschicht, 
Dichte an Zellen, CD3+ T-Zellen, CD163+ Makrophagen, Kollagen IV+ Blutge-
fäße, TH+ Nervenfasern) im Synovialgewebe ermittelt. Insgesamt zeigten die 
Patienten mit RA höhere inflammatorische Marker als die Patienten mit OA. 
Die Synoviozyten beider Gruppen zeigten eine Umwandlung von zugegebe-
nem DHEAS zu DHEA mit einer Rate von zirka fünf Prozent. Die Konversion 
war in den RA-Synovialzellen im Vergleich zu OA signifikant erniedrigt.  
Eine Korrelationsanalyse mit den Entzündungsmarkern verdeutlichte den 
Zusammenhang zwischen der Konversion und verschiedenen Entzündungs-
parametern. Sowohl IL-6 im Superfusat als auch die Infiltration des Synovi-
ums mit Makrophagen und T-Zellen zeigte bei den RA-Patienten negative 
Korrelationen mit dem Ausmaß der Konversion von DHEAS zu DHEA, die 
bei den OA-Patienten nicht zu beobachten war. Dies macht deutlich, dass die 
erhöhte Entzündung bei RA-Patienten zu einer verminderten Konversionsra-
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te führt. Zwischen der Medikation und der Menge an gebildetem DHEA konn-
te kein Zusammenhang festgestellt werden.  
Immunhistochemische Doppelfärbungen lokalisierten das für die Umwand-
lung zuständige Enzym Steroidsulfatase (STS) in CD163+ Makrophagen und 
Prolyl-4-Hydroxylase+ Fibroblasten im Synovium beider Patientengruppen. 
Da das inflammatorische Milieu möglicherweise die Konversion von DHEAS 
zu DHEA vermindert, und bekannt ist, dass TNF – einem wichtigen 
proinflammatorischen Zytokin bei der RA – diesen Schritt inhibieren kann 
(Hennebold und Daynes, 1994), wurde dieses Zytokin mit Hilfe des monoklo-
nalen Antikörpers Infliximab blockiert. Dieser erhöhte die Konversion von 
DHEAS zu DHEA in Synovialzellen von Patienten mit RA, aber nicht bei Pa-
tienten mit OA. Polyklonales IgG als Kontrolle des Fab-Fragmentes von Infli-
ximab verstärkte ebenfalls die Konversion bei RA-Patienten.  
Ob dieser Effekt durch die Aktivierung von Fcγ-Rezeptoren oder durch eine 
Neutralisierung von TNF durch die polyklonalen Immunglobuline zustande 
kam, wurde in weiteren Versuchen getestet. Um die Rolle der Fcγ-
Rezeptoren zu testen, wurde in den Konversionsexperimenten ein chimäres 
Protein aus dem humanen Fc-Teil und der Onkostatin M Rezeptor β-Kette 
aus der Maus eingesetzt. Dieses murine Protein hat eine geringe Homologie 
zum humanen Protein und zeigt somit keine biologischen Wirkungen. Allein 
der Effekt des humanen Fc-Teiles werden so getestet. Die Zugabe dieser 
Chimäre veränderte die Konversionsrate weder bei RA noch bei OA-
Patienten. Die möglichen neutralisierenden Eigenschaften der polyklonalen 
Immunglobuline wurden mit Hilfe von TNF-sensitiven L929-Zellen getestet.  
Bei allen eingesetzten Konzentrationen von TNF (39-625 pg/ml) reduzierte 
sich die Überlebensrate dieser Zellen, was durch die Zugabe von Infliximab 
wieder aufgehoben werden konnte. Polyklonales IgG hemmte die Wirkung 
des TNF bei niedriger Konzentration (39 pg/ml), während bei höher konzent-
riertem TNF dieser Effekt nicht mehr zu beobachten war. Da die im Über-
stand der Synoviozyten gemessenen TNF-Konzentrationen unterhalb von 39 
pg/ml lagen, ist die TNF-neutralisierende Wirkung der polyklonalen Im-
munglobuline sehr wahrscheinlich.  
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3.1.3 Steroidhormonmetabolite im Urin 
In einer weiteren Studie wurde die Exkretion verschiedener Östrogenmetabo-
liten im Urin untersucht. Die Urinkonzentrationen der 2-hydroxylierten Östro-
gene waren unabhängig von einer Prednisolontherapie bei Patienten mit RA 
und SLE im Vergleich zu den gesunden Kontrollen signifikant niedriger. Die 
Ausscheidung dieser Östrogene war bei gesunden Kontrollen etwa 10-20 x 
höher. Bezüglich der 16-hydroxylierten Östrogene fand sich kein Unterschied 
zwischen beiden Krankheitsgruppen und gesunden Kontrollen. Bei Betrach-
tung des totalen Verlustes der 2- und 16-hydroxylierten Östrogene im Urin 
ergab sich ein ähnliches Bild. Unter Einbezug des Urinvolumens und der 
Sammelzeit war die Ausscheidung der 2-hydroxylierten Östrogene bei beiden 
Krankheitsgruppen signifikant vermindert. Während bei den RA-Patienten im 
Vergleich zu gesunden Kontrollen kein Unterschied bei dem totalen Verlust 
der 16-hydroxylierten Östrogene bestand, war dies bei den SLE-Patienten 
mit Prednisolontherapie der Fall.  
Um den relativen Anstieg der 16-hydroxylierten Östrogene im Verhältnis zu 
den 2-hydroxylierten Östrogenen zu bestimmen, wurde eine Ratio zwischen 
den verschieden hydroxylierten Metaboliten gebildet (16-hydroxylierte/2-
hydroxylierte Östrogene). Dieser Quotient war bei beiden Patientengruppen 
mit und ohne Einnahme von Prednisolon um mehr als das 20fache im Ver-
gleich zu den gesunden Kontrollpersonen erhöht. Somit ist im Verhältnis zu 
den 2-hydroxylierten Östrogenen die Exkretion der 16-hydroxylierten Metabo-
lite deutlich erhöht. Es konnte weder zwischen RA und SLE noch zwischen 
den Geschlechtern in allen drei Gruppen hinsichtlich der Konzentrationen der 
hydroxylierten Metabolite, dem absoluten Verlust und der Ratio ein Unter-
schied festgestellt werden. Die Konzentrationen der ausgeschiedenen Meta-
bolite im Urin hingen bei den RA-Patienten nicht mit klinischen Parametern 
wie der Anzahl an geschwollenen Gelenken zusammen. Bei den Patienten 
mit SLE hingegen korrelierte die Exkretion an 2-hydroxylierten Östrogenen 
mit der Krankheitsaktivität.  
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3.2 Neuronale Veränderungen 
 
In diesem Abschnitt wird nun die Innervierung des Synovialgewebes bei ge-
sunden Kontrollen im Vergleich zu Patienten mit RA und OA sowie deren 
Zusammenhänge mit dem Vorkommen des BDNF dargestellt. Weiterhin 
werden die Ergebnisse der sympathischen und sensiblen Nervenfaserdichte 
bei Patienten mit Achillodynie und Morbus Dupuytren im Vergleich zu Kon-
trollpersonen vorgestellt und in Beziehung zur Infiltration mit Entzündungszel-
len gesetzt.  
 
3.2.1 Sensorische und sympathische Nervenfaserdichte im Syno-
vium von gesunden Kontrollen, Osteoarthrose und rheuma-
toider Arthritis 
Die Dichte an sensiblen Nervenfasern war im Synovialgewebe von Patienten 
mit OA im Vergleich zu den Patienten mit RA und mit akuten Traumata redu-
ziert. Hinsichtlich der sympathischen Innervierung zeigte sich – wie schon in 
früheren Studien berichtet (Miller et al., 2000; Miller et al., 2002) – eine deut-
liche Verminderung der TH+ Nervenfasern im Vergleich zu den beiden ande-
ren Gruppen. Zwischen den Patienten mit OA und den Kontrollpersonen be-
stand kein Unterschied in der sympathischen Nervenfaserdichte. Das Ver-
hältnis beider Nervenfaserarten (TH/SP) war in der Gruppe der RA-Patienten 
im Vergleich zu den Patienten mit OA und den Kontrollpersonen ohne ent-
zündliche Anzeichen reduziert. Zwischen der Gruppe mit OA und der mit 
akuten Traumata zeigte sich ein signifikant höheres Verhältnis von TH+ zu 
SP+ Nervenfasern bei den Patienten mit OA. Damit hatte die OA-Gruppe die 
höchste Dichte an sympathischen Nervenfasern im Verhältnis zu sensiblen 
Nervenfasern. Eine Korrelationsanalyse ergab eine positive Beziehung zwi-
schen beiden Nervenfaserarten bei den Kontrollen und bei Patienten mit OA. 
In der Gruppe der RA-Patienten hingegen war die Dichte an sympathischen 
mit der an sensiblen Nervenfasern negativ korreliert. Obwohl die Patienten 
mit akutem Trauma wesentlich jünger waren, existierte weder hinsichtlich des 
Alters noch des Geschlechts eine Beziehung zu der Dichte an SP oder TH 
positiven Nervenfasern in allen drei Gruppen.  
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3.2.2 Der Brain derived neurotrophic factor und die Innervation im 
Synovialgewebe 
Da möglicherweise neurotrophe Faktoren wie BDNF einen Einfluss auf die 
eben aufgezeigte unterschiedliche Innervierung haben könnten, wurde die 
Expression dieses Faktors im Synovium der drei Patientengruppen unter-
sucht.  
Eine in-situ Hybridisierung zeigte positive mRNA im Synovium von Patienten 
mit RA und OA. BDNF wurde immunhistochemisch in allen drei Gruppen 
nachgewiesen. Mit Hilfe einer immunhistologischen Doppelfärbung konnte 
der neurotrophe Faktor in Fibroblasten und CD163+ Makrophagen lokalisiert 
werden. Eine Quantifizierung der BDNF positiven Zellen zeigte eine signifi-
kant höhere Anzahl im Synovialgewebe von Patienten mit RA und OA im 
Vergleich zu den Kontrollen.  
Dies verdeutlicht, dass BDNF vermutlich unter inflammatorischen Bedingun-
gen exprimiert wird. Die Anzahl an BDNF+ Zellen korrelierte bei den Patien-
ten mit OA und den Kontrollen positiv mit dem Nervenfaserverhältnis. Diese 
Beziehung war in der Gruppe der RA-Patienten nicht vorhanden.  
 
3.2.3 Sympathische und sensible Nervenfaserdichte bei anderen 
chronischen Erkrankungen des Bindegewebes: Achillodynie 
und Morbus Dupuytren 
Die Achillessehnenproben der Patienten mit Achillodynie waren in hohem 
Maße infiltriert mit CD3+ T-Zellen, CD20+ B-Lymphozyten, CD68+ Makropha-
gen und Hämosiderophagen. In diesem Granulationsgewebe fanden sich 
auch fibröse Strukturen und Kapillargefäße. Bei den Patienten mit Rupturen 
waren Entzündungszellen entweder gar nicht vorhanden (B-Zellen und Ei-
sen+ Zellen) oder im Vergleich zu den Patienten mit Achillodynie signifikant 
vermindert (T-Zellen und Makrophagen).  
Das Achillessehnengewebe von Patienten mit Ruptur war jedoch im Ver-
gleich zu den Achillodyniesehnen hoch infiltriert mit Granulozyten. Hinsicht-
lich der Dichte an sensiblen Nervenfasern unterschieden sich die beiden Pa-
tientengruppen deutlich voneinander. Das 
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patienten hatte signifikant mehr SP+ Nervenfasern pro mm² als das der Pati-
enten mit Ruptur (1.06 vs. 0.35 SP+ Nervenfasern/mm²; p=0.006).  
Die Anzahl der TH+ sympathischen Nervenfasern zeigte keinen Unterschied 
zwischen den beiden Patientengruppen. Es konnte kein Zusammenhang zwi-
schen der Anzahl positiver Nervenfasern und der Infiltration mit B-, T-Zellen, 
Makrophagen oder Hämosiderophagen festgestellt werden.  
 
Das Fasziengewebe der Patienten mit Morbus Dupuytren war im Vergleich 
zu gesunden Kontrollpersonen stark infiltriert mit Mastzellen. Diese Entzün-
dungszellen waren oft assoziiert mit fibrösen Strukturen oder kleinen Blutge-
fäßen.  
Die Dichte an sensiblen Nervenfasern war bei den Patienten mit Morbus Du-
puytren im Vergleich zu gesundem Fasziengewebe signifikant erhöht. Eine 
Korrelationsanalyse ergab eine positive Korrelation zwischen der Anzahl an 
Mastzellen und sensiblen Nervenfasern im Gewebe. Sympathische Nerven-
fasern konnten in keiner Patientengruppe nachgewiesen werden.  
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4 Diskussion 
 
In der vorliegenden Arbeit haben sich verschiedene Ergebnisse hinsichtlich 
der hormonalen und neuronalen Veränderungen bei Patienten mit OA, RA, 
Achillodynie und Dupuytren und den jeweiligen Kontrollpersonen gezeigt. Sie 
werden nun in ihren Zusammenhängen diskutiert.  
 
4.1 Hormonale Veränderungen 
Das immunsuppressive Kortisol ist bei Patienten mit RA im Serum nicht ver-
mindert (Cutolo et al., 1999; Kanik et al., 2000). Allerdings ist seine Sekretion 
in Relation zum Entzündungsausmaß – gemessen zum Beispiel an den er-
höhten IL-6- oder TNF-Spiegeln im Serum – nicht ausreichend (Straub et al., 
2002b). Eine wichtige Rolle im Kortisolmetabolismus spielt die lokale Aktivie-
rung bzw. Deaktivierung dieses Hormons durch die 11βHSD. Im Falle einer 
akuten Infektion mit Listeria monocytogenes ist zum Beispiel die Degradation 
des Kortisols durch die Dehydrogenaseaktivität der 11βHSD ein Schutzme-
chanismus, um die Maus vor bakterieller Invasion zu schützen. In dieser Stu-
die konnte eine vermehrte bakterielle Besiedelung nach Hemmung der inak-
tivierenden Reaktion der Isoenzyme gezeigt werden (Hennebold et al., 
1997). Diese lokale Konversion von Kortisol zu Kortison und umgekehrt ist 
möglicherweise auch bei chronischen Erkrankungen wie der RA von Bedeu-
tung. Sie wurde in der vorliegenden Arbeit in Synoviozyten untersucht.  
Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Reaktivierung des Kortisons zum ak-
tiven Kortisol in Synovialzellen von RA-Patienten im Vergleich zu den Patien-
ten mit OA vermindert ist. Die lokale Verfügbarkeit an aktivem Kortisol ist 
somit bei beiden Gruppen sehr unterschiedlich. Durch den Inhibitor Carbeno-
xolon, der die Reaktionen beider Isoenzyme hemmt, konnte diese Inaktivie-
rung aufgehoben werden. Dieser Hemmstoff wäre als Therapeutikum zur 
Erhöhung der lokalen Kortisolverfügbarkeit von Interesse, zumal in einem 
Tiermodell der Dermatitis die Kombination von Kortisol mit Carbenoxolon 
eine Verbesserung der Krankheitsaktivität demonstriert werden konnte (Hen-
nebold und Daynes, 1998). Da die RA eine entzündliche Erkrankung ist, liegt 
die Ursache des vermehrten Abbaus von Kortisol im Gewebe womöglich an 
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dem Einfluss bestimmter Zytokine. Die Stimulation der 11βHSD durch IL-1 
oder TNF führte in mehreren Studien zu einer vermehrten Reaktivierung des 
inaktiven Kortisons (Cai et al., 2001; Escher et al., 1997; Quinkler et al., 
2003; Tomlinson et al., 2001), was bei einer chronisch entzündlichen Erkran-
kung wie der RA von Vorteil wäre. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass proinflammatorische Faktoren bei der RA positiv mit dem Re-
aktivierungsausmaß korrelierten. Bei OA-Patienten war dies nicht der Fall. Es 
scheint also, als ob inflammatorische Aspekte eine Rolle bei der Enzymaktivi-
tät spielen würden.  
Da die Entzündung im Synovium von RA-Patienten wesentlich ausgeprägter 
als bei OA-Patienten ist, erklärt dies nicht die wesentlich geringere Reaktivie-
rungsrate in den RA-Synoviozyten. Somit muss es neben den proinflammato-
rischen Faktoren eine weitere Einflussmöglichkeit auf das Enzymsystem ge-
ben. Untersuchungen zur Innervierung des Synovialgewebes bei Patienten 
mit RA und OA demonstrierten einen dramatischen Verlust sympathischer 
Nervenfasern (Miller et al., 2000; Miller et al., 2002). Diese Veränderung hat 
möglicherweise einen Einfluss auf die lokale Konversion des Kortisols. Zu-
sammenhänge zwischen dem Glukokortikoidmetabolismus und sympathi-
schen Neurotransmittern sowie deren Rezeptoren sind in mehreren Studien 
beschrieben worden. So inhibiert zum Beispiel cAMP – ein second messen-
ger des β-adrenergen Signalpfades – in Hautfibroblasten beide Isoenzyme 
der 11βHSD (Hammami und Siiteri, 1991). Weiterhin steigert die Zugabe des 
sympathischen Neurotransmitters Adenosin in Leydigzellen die Reaktivie-
rungsrate und hemmt die Dehydrogenaseaktivität (Ferguson et al., 1999). 
Diese Studien demonstrieren, dass das sympathische Nervensystem einen 
Einfluss auf die Enzymaktivität der 11βHSD haben könnte.  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der β-Rezeptor Ago-
nist Isoproterenol und Adenosin die lokale Verfügbarkeit des Kortisol erhöhen 
indem sie den Abbau verhinderten. Dieser Effekt war in den OA-
Synoviozyten ausgeprägter vorhanden als bei den RA-Patienten und ist ver-
mutlich auf eine geringere Anzahl der β-Rezeptorendichte auf den RA-
Synovialzellen zurückzuführen (Baerwald et al., 1997). In mehreren Studien 
konnte der stimulierende Einfluss von Katecholaminen oder von β-Agonisten 
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auf den Glukokortikoidrezeptor beobachtet werden (Eickelberg et al., 1999; 
Korn et al., 1998; Schmidt et al., 2001). Dieser Effekt wird vermutlich über die 
β-Rezeptoren und cAMP vermittelt (DiBattista et al., 1991; Dong et al., 1989; 
Gruol et al., 1986). Ein cAMP-Anstieg in T-Zellen und Makrophagen führt 
wiederum zu einer Inhibierung proinflammatorischer Reaktionen wie der Pro-
liferation von T-Zellen oder der TNF-Sekretion (Johnson et al., 1988; Renz et 
al., 1988). Umgekehrt können auch Glukokortikoide selbst in die Regulation 
der β-adrenergen Rezeptoren eingreifen (Motulsky und Insel, 1982) und 
durch Stimulation der Tyrosinhydroxylase die Produktion der Katecholamin-
synthese erhöhen (Schubert et al., 1980). An Synovialzellen konnte der ko-
operative Effekt von Glukokortikoiden und Noradrenalin gezeigt werden. Die 
Inkubation mit beiden Substanzen führte zu einer verminderten TNF-, IL-8- 
und IL-6-Sekretion (Straub et al., 2002a). Neben diesen Zusammenhängen 
wäre der Einfluss sympathischer Neurotransmitter auf den Abbau des Korti-
sols eine weitere Verbindung dieser beiden Systeme. Der Verlust an sympa-
thischen Nervenfasern zusammen mit einer Erniedrigung sympathischer 
Neurotransmitter und β-adrenerger Rezeptoren auf synovialen RA-
Leukozyten führt möglicherweise zu der beobachteten geringen Kortisolver-
fügbarkeit im Synovium von RA-Patienten. Da auch synthetische Glukokorti-
koide von den 11βHSD-Enzymen metabolisiert werden, würden auch die 
Reaktivierung von Prednison vermindert werden. Möglicherweise läge in der 
Blockade der 11βHSD durch zum Beispiel Carbenoxolon eine Therapiemög-
lichkeit für Rheumapatienten.  
 
Neben der Veränderungen im Kortisolmetabolismus sind bei der RA niedrige 
Serumspiegel an adrenalen Androgenen gemessen worden (Deighton et al., 
1992; Kanik et al., 2000; Sambrook et al., 1998; Vogl et al., 2003). Vermin-
derte DHEAS-Konzentrationen sind in der Gruppe der prämenopausalen 
Frauen bereits vor dem Ausbruch der Krankheit festgestellt worden (Masi et 
al., 2000). Das im Blut zirkulierende DHEAS wird in den peripheren Geweben 
lokal mit Hilfe der Steroidsulfatase zu DHEA umgewandelt. Die antiinflamma-
torischen Eigenschaften des DHEA (Iwasaki et al., 2004; Kimura et al., 1998; 
Straub et al., 1998a; Tamagno et al., 1998) konnten in Tiermodellen der RA 
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bestätigt werden. So führte die orale Gabe von DHEA in arthritischen Mäu-
sen zu einer signifikanten Verbesserung der Krankheitssymptome wie 
Gelenkschwellung oder auch histologischer Parameter (Röntzsch et al., 
2004; Williams et al., 1997). Somit wären niedrige DHEAS-Spiegel im Serum 
bei einer chronisch entzündlichen Erkrankung wie der RA von Nachteil. Die 
lokale Umwandlung von DHEAS zu DHEA in Synovialzellen von Patienten 
mit RA im Vergleich zu OA sollte in der vorliegenden Studie untersucht 
werden. Die Konversion des Tritium-markierten DHEAS zu DHEA war in den 
Synoviozyten im Vergleich zu OA signifikant vermindert. Dadurch ist das 
systemische Androgendefizit auch lokal im Synovium der RA-Patienten zu 
beobachten. Wie schon erwähnt, ist TNF ein möglicher Faktor, der diesen 
Konversionsschritt beeinflussen kann (Hennebold und Daynes, 1994). Die 
Blockade des TNF im Konversionsexperiment durch einen monoklonalen 
Antikörper zeigte einen signifikanten Anstieg der Konversionsrate bei RA-
Patienten. Die anti-TNF-Therapie ist bei Patienten mit RA (Elliott et al., 1993) 
oder auch bei anderen chronisch entzündlichen Erkrankungen (Braun et al., 
2002; van Dullemen et al., 1995) schon erfolgreich eingesetzt worden. Eine 
TNF neutralisierende Therapie hätte somit auch den Vorteil einer erhöhten 
lokalen Verfügbarkeit antiinflammatorischer Androgene. Auf adrenaler Ebene 
hingegen konnte der positive Effekt der anti-TNF-Therapie auf die Produktion 
von DHEAS und DHEA nicht nachgewiesen werden (Straub et al., 2003).  
Die immunhistochemischen Doppelfärbungen zeigten, dass das Enzym Ste-
roidsulfatase in synovialen Makrophagen und zu einem geringeren Anteil in 
Fibroblasten exprimiert wird. Wie schon murinen Makrophagen gezeigt 
(Hennebold und Daynes, 1994) ist sind also hauptsächlich aktivierte 
Makrophagen im Synovium für die lokale Umwandlung von DHEAS zu DHEA 
verantwortlich. Da die Anzahl der Makrophagen im Synovialgewebe von RA-
Patienten im Vergleich zu OA-Patienten erhöht ist, muss die verminderte 
Konversionsrate von DHEAS zu DHEA durch eine Hemmung der Enzymakti-
vität oder -expression zu Stande kommen. Wie in der vorliegenden Arbeit 
gezeigt werden konnte, ist TNF ein Inhibitor dieses Enzymschrittes. Eine wei-
tere Therapiemöglichkeit zur Erhöhung der Konzentration antiinflammatori-
scher Androgene neben der anti-TNF-Therapie wäre die Supplementation. 
Da eine Monotherapie mit Glukokortikoiden durch die Hemmung der ACTH-
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Sekretion die Verminderung der DHEA-Spiegel im Serum verstärkt, wäre 
eine Kombinationstherapie beider adrenaler Steroidhormone denkbar. Da-
durch würden nicht nur die antiinflammatorischen Eigenschaften des DHEA 
einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben, sondern es würde 
womöglich auch die durch die Glukokortikoidgabe verursachte verminderte 
Knochendichte verbessern (Hartkamp et al., 2004; Robinzon und Cutolo, 
1999; Straub et al., 2000c). Neben DHEA stehen weitere Metabolite zur Ver-
fügung: Androstendiol, Androstendion, Testosteron oder Dihydrotestosteron. 
Auch bei diesen Steroidhormonen sind antiinflammatorische Wirkungen 
nachgewiesen (Carlsten et al., 1989; Dulos und Bagchus, 2001; Kanda et al., 
1996; Kanda et al., 1997; Padgett und Loria, 1998). Eine Supplementierung 
mit diesen Androgenen oder Androgenanaloga sind sowohl im Tiermodell der 
RA (Harbuz et al., 1995; Röntzsch et al., 2004; Offner et al., 2004; Williams 
et al., 1997) als auch bei Patienten mit RA (Booij et al., 1996; Cutolo et al., 
1991) mit einer Verbesserung der Krankheitsaktivität verbunden. Welches 
Androgen jedoch am Besten als Hormonersatztherapie eignen würde, ist un-
klar. Neue Ergebnisse zeigen, welche Steroide die Synovialzellen aus ver-
schiedenen Androgenen bilden können. Daraus wir deutlich, dass vor allem 
aus Androstendion und Testosteron potente Androgene gebildet werden und 
dass – im Gegensatz zu dem Substrat DHEA – die Aromatisierung der An-
drogene zu den Östrogenen verhindert wird (Schmidt und Weidler et al., in 
Vorbereitung). Obwohl auch bei weiblichen RA-Patienten positive Effekte mit 
einer Testosterongabe erreicht worden sind (Booij et al., 1996), wird wohl auf 
Grund der unerwünschten Nebeneffekte der Androgentherapie wie Maskuli-
nisierung oder Störung des Menstruationszyklus die Supplementation mit 
potenten Androgenen jedoch auf männliche RA-Patienten beschränkt blei-
ben.  
 
Die Untersuchungen der verschieden hydroxylierten Östrogene bei Patienten 
mit RA und SLE im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen zeigen deutlich 
eine vermehrte Ausscheidung des 16α-Hydroxyöstrons in Relation zu den 
2α-hydroxylierten Östrogenen. Die Herkunft dieser Metabolite spiegelt – wie 
schon in anderen Studien beschrieben (Meilahn et al., 1998; Muti et al., 
2000) – ihre Produktion in den peripheren Geweben wieder. In Synovialflüs-
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sigkeiten von RA-Patienten im Vergleich zu Patienten mit akutem Trauma 
sind erhöhte Konzentrationen an 16α-Hydroxyöstron gefunden wurden. Die 
Konzentration an 2α-hydroxylierten Metaboliten war hingegen in dieser Stu-
die zwischen beiden Gruppen nicht unterschiedlich (Castagnetta et al., 
2003). Daraus lässt sich schließen, dass die im Urin gefundenen hydroxylier-
ten Östrogene aus dem Entzündungsgebiet von Patienten mit RA oder auch 
SLE stammen könnten. In in vitro Studien konnten die antiöstrogene Wirkung 
der 2-hydroxylierten Östrogene im Gegensatz zu den stark proliferativen Ei-
genschaften des 16α-Hydroxyöstrons gezeigt werden (Fishman und Martuc-
ci, 1980; Schneider et al., 1984). Die im Vergleich zum 17β-Östradiol stärke-
re östrogene Wirkung des 16α-Hydroxyöstrons führt bei einer Verminderung 
der 2α-hydroxylierten Östrogene zu einer vermehrten Proliferation im Gewe-
be. Diese Situation wurde in der Arbeit an Hand der Urinkonzentrationen der 
Metabolite des Östrogens aufgezeigt. Der Verlust an 2α-hydroxylierten Ös-
trogenen ist möglicherweise die Ursache für die chronische Proliferation im 
entzündlichen Gewebe. Die negative Korrelation dieser Metabolite mit der 
Krankheitsaktivität bei SLE-Patienten bestätigt diese Annahme.  
Möglicherweise sind die pro- und antiinflammatorischen Eigenschaften der 
Östrogene nicht nur auf ihre Konzentration, sondern auch auf ihre Konversi-
on zu hydroxylierten Metaboliten zurückzuführen. Die weitere Metabolisie-
rung der Östrogene ist vielleicht auch die Ursache für die beobachteten un-
terschiedlichen Einflüsse von Hormonersatztherapien (Doran et al., 2004, 
Drossaers-Bakker et al., 2001; Hall et al., 1994). Da die Exkretion der hydro-
xylierten Östrogene weder vom Geschlecht noch vom Menstruationszyklus 
abhing, ist eine gonadale Produktion dieser Metabolite sehr unwahrschein-
lich. Auch zeigt sich dieses Bild sowohl bei RA- als auch bei SLE-Patienten, 
was verdeutlicht, dass dieses Phänomen nicht krankheitsspezifisch ist, son-
dern in verschiedenen chronisch entzündlichen Systemerkrankungen eine 
Rolle spielen kann. 
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4.2 Neuronale Veränderungen 
 
Verschiedene neuronale Veränderungen sind in dieser Arbeit bei Patienten 
mit chronisch entzündlichen Erkrankungen (OA, RA) und chronischen Verdi-
ckungen des Bindegewebes (Achillodynie, Dupuytren) im Vergleich zu den 
Kontrollpersonen beobachtet worden. Die unterschiedlichen Ergebnisse wer-
den nun hier einzeln unter Berücksichtigung ihres jeweiligen Hintergrundes 
diskutiert. 
Es konnte erstmals gezeigt werden, dass sich die sympathische Innervierung 
im Synovialgewebe von OA-Patienten nicht von der gesunder Personen oh-
ne entzündliche Erkrankungen unterschied. Bei Patienten mit RA konnte der 
Verlust an sympathischen Nervenfasern im Vergleich zu beiden Kontroll-
gruppen (OA und Patienten mit akutem Trauma) bestätigt werden (Miller et 
al., 2000; Miller et al. 2002). Während in einem arthritischen Tiermodell die 
Reduktion der Nervenfasern abhängig von dem Erkrankungsstadium war 
(Imai et al., 1997), konnte in der vorliegenden Arbeit bezüglich der Entzün-
dungsmarker im Gewebe oder der Krankheitsdauer kein Zusammenhang mit 
der sympathischen Nervenfaserdichte festgestellt werden. Die Ursache hier-
für liegt wahrscheinlich darin, dass sich die Patienten mit RA in einem späten 
chronischen Stadium der Erkrankung befinden, in dem die sympathischen 
Nervenfasern fast verschwunden sind. Diese Situation dürfte im Entzün-
dungsgebiet von Nachteil sein, da der Verlust sympathischer Fasern auch 
mit einer Reduktion sympathischer Neurotransmitter wie Noradrenalin und 
Adenosin einhergeht. Da diese beiden Neurotransmitter in hohen Konzentra-
tionen antiinflammatorische Wirkungen aufweisen, wie die Verminderung der 
Sekretion verschiedener proinflammatorischer Zytokine wie TNF, IL-6, IL-8 
und IFN-γ aus verschiedenen Zellen des Immunsystems (Haskó et al, 1998; 
Le Moine et al., 1997; Link et al., 2000; Miller et al., 2002; Ritchie et al., 
1997) oder die Verringerung der Produktion von Immunglobulinen (Sanders 
et al., 1997) zeigt, ist der Rückzug der sympathischen Fasern aus dem Ent-
zündungsgebiet von Nachteil. Zusätzlich wirken niedrige Konzentrationen an 
Noradrenalin und Adenosin über α-Rezeptoren und A1 Adenosinrezeptoren 
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proinflammatorisch, wie zum Beispiel durch die Erhöhung der TNF-
Produktion in Makrophagen (Mishima et al., 2001).  
Auch das Verhältnis beider Nervenfaserarten zueinander zeigt eine deutliche 
Dominanz der proinflammatorischen sensiblen Fasern im Vergleich zu den 
sympathischen Nervenfasern bei RA. Während bei den nicht entzündlichen 
Kontrollpersonen und bei Patienten mit OA beide Nervenfaserarten positiv 
miteinander korrelierten, war dieser Zusammenhang bei den RA-Patienten 
negativ. An dieser Stelle stellt sich nun die Frage nach der Ursache für diese 
Dissoziation. Das Wachstum, der Erhalt und der Rückzug von Nerven in der 
Peripherie wird durch verschiedene Nervenwachstums- und Nerven-
abstoßende Faktoren geregelt. Vor kurzem wurde gezeigt, dass die Präsenz 
von Semaphorin 3C, einem Nerven-abstoßenden Faktor des Sympathikus, 
im Synovium womöglich die Ursache für den Rückzug der sympathischen 
Nervenfasern bei der RA sind (Miller et al., 2004).  
Daneben gibt es mehrere Nervenwachstumsfaktoren, die für die Dissoziation 
der Nervenfasern verantwortlich sein könnten. Erhöhte NGF-Spiegel sind bei 
Patienten mir RA und systemischer Sklerose in der Synovialflüssigkeit bzw. 
im Blut nachgewiesen worden (Aloe et al., 1992; Matucci-Cerinic et al., 2001) 
und NGF hat dort möglicherweise einen Einfluss auf die Leukozytendifferen-
zierung oder die Wundheilung (Li et al., 1980; Pezzati et al., 1992; Tuveri et 
al., 2000). BDNF hingegen wurde bisher weder beim Tier noch beim Men-
schen im Synovialgewebe nachgewiesen. Er wird nach entzündlichen Pro-
zessen exprimiert (Bayas  et al. 2002; Cho et al. 1997) und seine Produktion 
von Immunzellen ist ebenfalls beobachtet worden (Barouch et al., 2000; Ker-
schensteiner et al., 1999). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass BDNF-
positive Zellen im entzündeten Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten, 
kaum hingegen in Patienten  mit akutem Trauma gefunden wurden. Die 
BDNF-positiven Zellen stellten sich mit Hilfe der immunhistochemischen 
Doppelfärbung als Fibroblasten und Makrophagen heraus. Eine Korrelati-
onsanalyse zwischen der Anzahl der BDNF- positiven Zellen und der Ner-
venfaserdichte ergab einen positiven Zusammenhang zwischen dem Ver-
hältnis beider Nervenfaserarten zueinander (TH/SP) und der Dichte an 
BDNF-positiven Zellen bei gesunden Kontrollpersonen und OA-Patienten, 
nicht aber bei RA-Patienten. Möglicherweise unterstützt BDNF das Wachs-
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tum der sympathischen mehr als das sensibler Fasern bei Patienten mit OA 
und akutem Trauma, während dies bei Patienten mit RA nicht der Fall ist. Die 
erhöhte Dichte an Semaphorin 3C, einem Nerven-abstoßenden Faktor der 
sympathischen Nerven, im Synovium von RA-Patienten hat hier womöglich 
einen größeren Einfluss auf die sympathische Nervenfaserdichte. Obwohl 
mittels der Dichte an BDNF-positiven Zellen kein ursächlicher Zusammen-
hang zu der beschriebenen Nervenfaserdissoziation hergestellt werden 
konnte, hat die Expression von BDNF im Synovialgewebe von Patienten mit 
RA und OA möglicherweise eine Rolle in den entzündlichen Prozessen. Die 
geringere Anzahl sensibler Nervenfasern bei Patienten mit OA kann durch 
BDNF nicht erklärt werden.  
SP hat möglicherweise einen Einfluss auf die Pathogenese der OA. Die 
Verminderung der sensiblen Nervenfasern führt vielleicht zu wiederholten 
mechanischen Mikrotraumata (O´Connor et al., 1992). Weiterhin stimuliert 
SP die Produktion extrazellulären Matrix (Katayama et al. 1997). Der Verlust 
dieses wachstumsfördernden Effektes könnte dann womöglich zur Gewebe-
destruktion führen. Ob BDNF für die Dissoziation der sympathischen vs. der 
sensiblen Nervenfasern verantwortlich ist, müssen Studien am Tiermodell 
zeigen.  
 
Neuronale Veränderungen im Sehnengewebe von Patienten mit Achillodynie 
im Vergleich zu den Patienten mit Achillessehnenruptur zeigte eine deutliche 
Erhöhung der sensiblen Nervenfasern, während die Dichte an sympathi-
schen Nervenfasern nicht unterschiedlich war. Im Vergleich zur Nervenfaser-
dichte im gesunden Synovialgewebe war die Dichte an sympathischen und 
sensiblen Nervenfasern bei beiden Patientengruppen deutlich niedriger. 
Die SP-positiven Nervenfasern waren im Granulationsgewebe oft mit Blutge-
fäßen assoziiert. Diese Beobachtung bestätigt frühere Studien an Patienten 
mit Achillodynie, bei denen eine Neovaskularisierung und eine erhöhte all-
gemeine Nervenfaserdichte gefunden wurde (Alfredson et al., 2003; Shalabi 
et al., 2002). Die Bildung des Granulationsgewebes ist möglicherweise auf 
Mikrotraumata zurückzuführen, wofür die Anwesenheit der Hämosideropha-
gen spricht. Wie in Wundheilungsprozessen in Tiermodellen (Ackermann et 
al., 2003; Lai et al., 2002), findet auch im Granulationsgewebe von Achillody-
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niepatienten eine Einwanderung sensibler Nervenfasern statt. Obwohl auch 
bei Ratten mit Achillessehnenruptur eine Einwanderung SP positiver Nerven-
fasern gezeigt werden konnte (Ackermann et al., 2003), war dies in dieser 
Studie bei den Rupturpatienten nicht der Fall. Im Rattenmodell stieg die An-
zahl an sensiblen Nervenfasern ab der ersten Woche bis zur vierten Wochen 
an; danach nahm die Dichte wieder ab. Die Dichte an SP+ Nervenfasern kor-
relierte dabei mit der Schmerzempfindlichkeit (Ackermann et al., 2003). Da 
bei den Patienten mit Sehnenruptur die Proben für die Histologie kurz nach 
dem Trauma entnommen wurden, war der Zeitraum für das Einwandern von 
SP+ Nervenfasern zu kurz.  
Vermutlich sind bei der Achillodynie viele Mikrotraumata ursächlich für die 
Entstehung der chronischen Erkrankung und das Verbleiben des Granulati-
onsgewebes. Somit sind auch die SP+ Nervenfasern, die für die anhaltenden 
Schmerzen verantwortlich sind, im Granulationsgewebe vorhanden. Da SP 
die Proliferation von Fibroblasten induziert (Katayama und Nishioka, 1997), 
trägt dieses Neuropeptid möglicherweise auch zur Verdickung der Achilles-
sehne bei.  
 
Morbus Dupuytren ist eine proliferative Erkrankung des Fasziengewebes der 
Hand, die mit einer erhöhten Anzahl an Entzündungszellen und einer ver-
mehrten Expression proinflammatorischer Zytokine einhergeht (Baird et al., 
1993b; Gudmundsson et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde die In-
filtration an Mastzellen im Fasziengewebe dieser Patienten untersucht, da 
bekannt ist, dass diese Entzündungszellen verschiedene fibrogene Mediato-
ren wie TGF-β (transforming growth factor-β) und FGF (fibroblast growth fac-
tor) sezernieren (Li und Baek, 2002). Auch sollte der Zusammenhang zwi-
schen Mastzellen und der Dichte an sympathischen und sensiblen Nervenfa-
sern dargestellt werden. Neuronale Veränderungen zeigten eine signifikante 
Erhöhung sensibler Nervenfasern bei Patienten mit Morbus Dupuytren im 
Vergleich zu nicht entzündetem Fasziengewebe, die positiv mit der Infiltration 
an Mastzellen korrelierte. Dieser Befund unterstützt die These, dass es sich 
bei dieser Erkrankung um einen entzündlichen Prozess handelt. Sowohl die 
Mastzellen als auch SP könnten zu einer vermehrten Zytokinproduktion und 
zu einer gesteigerten Fibroblastenproliferation führen. Ein ähnlicher Zusam-
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menhang ist auch bei einer anderen Erkrankung – der Interstitiellen Zystitis – 
beschrieben worden. Sie ist charakterisiert durch eine fibrotische Verände-
rung der Blasenwand, die mit einer Infiltration von Mastzellen und dem Ein-
wandern sensibler Nervenfasern verbunden ist (Selo-Ojeme und Onwunde, 
2004). Das vermehrte Vorhandensein sensibler Nervenfasern zusammen mit 
der Infiltration an Mastzellen könnte also eine Erklärung für die vermehrte 
Fibroblastenproliferation im Fasziengewebe von Patienten mit Morbus Du-
puytren sein.  
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5 Zusammenfassung 
 
Ziel dieser Arbeit war es, sowohl hormonale als auch neuronale Veränderun-
gen bei der RA aber auch bei anderen chronischen Erkrankungen des Bin-
degewebes herauszustellen, die möglicherweise zur Pathogenese der 
Krankheiten beitragen.  
Um die hormonalen Veränderungen bei Patienten mit RA und OA zu unter-
suchen, wurden Konversionsexperimente an gemischten primären Synovial-
zellen durchgeführt um damit die lokale Umwandlung von Steroidhormonen 
im Gewebe durch die 11βHSD und die STS aufzuzeigen. Weiterhin sollte die 
Bedeutung unterschiedlich hydroxylierter Östrogene bei der RA und dem 
SLE aufgezeigt werden. Hinsichtlich der neuronalen Veränderungen war die 
Innervierung im Synovialgewebe von Patienten mit OA, RA und gesunden 
Kontrollpersonen und die Rolle des BDNF von Interesse. Bei zwei weiteren 
Erkrankungen des Bindegewebes sollten ebenfalls die sympathische und 
sensible Nervenfaserdichte bestimmt werden: bei Achillodynie- und Du-
puytren-Patienten. Die Dichte beider Nervenfaserarten sowie der Anzahl an 
BDNF+ Zellen wurde immunhistologisch bestimmt. 
Die Untersuchung der Steroidkonversion durch die 11βHSD zeigten eine re-
duzierte Kapazität der lokalen Reaktivierung von Kortison zu Kortisol in sy-
novialen Zellen von RA-Patienten, was möglicherweise im Verlust an sympa-
thischen Neurotransmittern seine Ursache hat. Synoviozyten von RA-
Patienten konvertierten signifikant weniger DHEAS zu DHEA. Die Ergebnisse 
lassen vermuten, dass diese Umwandlung durch die STS durch TNF inhibiert 
wird. Die Untersuchungen der verschieden hydroxylierten Östrogene bei Pa-
tienten mit RA und SLE im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen zeigten 
deutlich eine vermehrte Ausscheidung des 16α-Hydroxyöstrons in Relation 
zu den 2α-hydroxylierten Östrogenen. Insgesamt verdeutlichen diese Daten, 
dass bei Patienten mit RA weniger antiinflammatorische Hormone wie Korti-
sol und DHEA produziert werden und die Konzentration mitogener Östrogene 
im Vergleich zu anti-Östrogenen im Urin erhöht ist.  
Die Dichte an sensiblen vs. sympathischen Nervenfasern zeigte eine positive 
Korrelation bei gesunden Kontrollpersonen und OA-Patienten, während die-
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ser Zusammenhang bei den RA-Patienten negativ war. Die Rolle des BDNF 
konnte nicht eindeutig identifiziert werden. Möglicherweise hat er eine stimu-
latorische Rolle auf die sympathischen vs. der sensiblen Nervenfasern bei 
gesunden Kontrollpersonen und OA-Patienten, was bei RA-Patienten nicht 
zu beobachten war. Bei Patienten mit Achillodynie und Morbus Dupuytren 
stellte sich die Bedeutung der sensiblen Nervenfasern in der Pathogenese 
dieser Erkrankungen heraus. Bei beiden Patientengruppen wrden im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollpersonen eine erhöhte Dichte an sensiblen Ner-
venfasern festgestellt. Bei den Patienten mit Achillodynie ist diese Beobach-
tung möglicherweise auf wiederholte Mikrotraumata zurückzuführen, die mit 
dem Einwandern sensibler Nervenfasern verbunden ist und zu den Schmer-
zen führt. Bei beiden Erkrankungen könnte SP zu einer vermehrten 
Fibroblastenproliferation führen. Beim Morbus Dupuytren spielt zusätzlich die 
Infiltration mit Mastzellen im Fasziengewebe der Hand eine Rolle in der Pa-
thogenese.  
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(ABSTRACT) 
 
Objective. Cortisol, the biologically active glucocorticoid, is a major endogenous antiinflammatory fac-
tor in RA. Local conversion of cortisol to biologically inactive cortisone and vice versa (the cortisol ÅÆ 
cortisone shuttle) has never been extensively investigated in a large number of patients with RA and OA. 
 
Methods. In this study, we investigated the cortisol to cortisone shuttle in mixed synovial cells making 
use of thin layer chromatography and phosphorimaging. By double immunohistochemistry we assessed 
the key enzymes, the 11β-hydroxysteroid dehydrogenase (11βHSD) 1 and 2, and their possible cellular 
location. 
 
Results. Double immunohistochemistry demonstrated 11βHSD 1 / 2 positive macrophages in the sub-
lining area. The ratio of 11βHSD2 positive cells / 11βHSD1 positive cells was higher in RA as compared 
to OA (p=0.021). Cortisol was converted to inactive cortisone in mixed synovial cells of RA and OA pa-
tients, which was largely inhibited by carbenoxolone (inhibitor of 11βHSD 1 and 2). Using metyrapone to 
inhibit the reducing 11βHSD 1 – reaction (cortisone Æ cortisol), we were able to demonstrate that the 
capacity for the re-activation of cortisone to cortisol was higher in OA than in RA (p=0.003). Although the 
capacity for the cortisone to cortisol shuttle was higher in synovial cells of less inflamed OA tissue as 
compared to inflamed RA tissue, it was obvious that synovial inflammation in RA was positively related to 
re-activation of cortisone (not in OA). This indicates that in RA another cause, apart from typical inflam-
matory factors, inhibits re-activation of cortisone. Since isoproterenol and adenosine inhibited cortisol to 
cortisone shuttle, the loss of sympathetic nerve fibers (loss of β-adrenergic agonist and adenosine) may 
be the missing link for increased cortisol to cortisone shuttle in RA. 
 
Conclusions. This study demonstrates a reduced capacity of local re-activation of cortisone in RA 
synovial cells. Since synthetic glucocorticoids also use this re-activation shuttle the same applies for 
therapeutic glucocorticoids. This defective re-activation of cortisone may be an important unrecognized 
pathophysiological factor in RA. 
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(Introduction) 
 
Cortisol or therapeutic glucocorticoids are inactivated to biologically cortisone or therapeutic glucocor-
ticoids via the 11β-hydroxysteroid dehydrogenase (11βHSD) (1, 2). The cortisol to cortisone shuttle is a 
bi-directional reaction whereby the enzyme 11βHSD 1 mediates an oxidizing as well as reducing reaction 
(cortisol ÅÆ cortisone), and 11βHSD 2 only catalyzes the oxidation (cortisol Æ cortisone) (Fig. 1A). The 
corresponding human gene for the 11βHSD 1 is located on chromosome 1 (3), whereas the gene of the 
11βHSD 2 is located on chromosome 16 (2). The balance of these two enzymes is a key factor for the 
availability of biologically active cortisol in the tissue (1, 2). Early work from the 1960s demonstrated that 
synovial tissue of RA patients is able to interconvert cortisol and cortisone and that interconversion is not 
solely restricted to hepatic tissue (4). It was demonstrated that these enzymes are also active in murine 
leukocytes (5), and differentiation of monocytes to macrophages was accompanied by upregulation of the 
11βHSD 1 (6). It was further demonstrated that key proinflammatory cytokines such as IL-1β and TNFα 
stimulate the cortisone to cortisol shuttle – the re-activation of cortisone (7-10). Such a reaction would 
increase the biologically active cortisol in inflamed tissue which can be necessary to counteract inflamma-
tion. 
From this point of view, we would expect a reduced shuttle from cortisol to cortisone and an increased 
shuttle back from cortisone to cortisol in tissue of patients with RA. It was speculated that therapeutic 
inhibition of cortisol to cortisone shuttle would ameliorate inflammation in chronic inflammatory diseases. 
Indeed, it has been shown that inhibition of this pathway by glycyrrhetinic acid strongly inhibited experi-
mental dermatitis by potentiation of glucocorticoid effects (11). Others have found that protein and mRNA 
expression of the 11βHSD 2 was reduced in ulcerative colitis which demonstrates that this enzyme may 
play a role in human chronic inflammatory diseases (12). It was also shown that 11βHSD 2 is active in 
tissue of Crohn's disease, ulcerative colitis, and diverticulitis (13). Although this bi-directional hormone 
shuttle may be of high importance in chronic inflammatory diseases no studies are available which have 
compared this reaction in primary cells of patients with RA and OA. We hypothesized that cortisol / corti-
sone shuttle is altered in RA as compared to OA patients. Such changes may be due to proinflammatory 
and other factors in the tissue. 
This study was initiated in order to demonstrate the presence of 11βHSD 1 and 2 in synovial tissue of 
patients with RA and OA. We functionally tested cortisol to cortisone shuttle in mixed synovial cells of RA 
and OA patients and tried to find factors which influence this particular enzyme step in primary synovial 
cells. 
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PATIENTS AND METHODS 
 
Patients. In this study, 11 patients with long-standing RA fulfilling the American College of Rheuma-
tology criteria for RA (14) and 14 patients with OA were included. These patients underwent elective knee 
joint replacement surgery. They were informed about the purpose of the study and gave written consent. 
The study was approved by the Ethics Committee of the University of Regensburg. Basic clinical and 
laboratory data are given in table 1. Parameters such as C-reactive protein and rheumatoid factor were 
measured by standard techniques as described earlier (15). 
 
Synovial tissue preparation. Synovial tissue samples were obtained immediately after opening the 
knee joint capsule and preparation of which was described (16). A piece of synovial tissue of up to 9 cm2 
was dissected. A larger piece of the synovial tissue was used to isolate mixed synovial cells (see below), 
and approximately 8 pieces of the same synovial area were used for histology: Samples intended for 
hematoxylin–eosin (HE) staining and alkaline phosphatase – anti-alkaline phosphatase (APAAP) staining 
were immediately placed in protective freezing medium (Tissue Tek, Sakura Finetek, Zoeterwoude, The 
Netherlands) and then quick-frozen. Tissue samples for the detection of nerve fibers were fixed for 12 to 
24 hr in phosphate buffered saline (PBS) containing 3.7% formaldehyde and then incubated in PBS with 
20% sucrose for 12 - 24 hr. Thereafter, tissue was embedded in Tissue Tek and quick-frozen. All tissue 
samples were stored at -80°C. 
 
Histological evaluation and determination of synovial innervation. Histological evaluation was 
carried out as described previously (15). From 5-7 µm thick sections, cell density and lining layer thick-
ness were determined of about 45 sections from at least 3 different tissue samples per patient (HE stain). 
The overall cell density was determined by counting all stained cell nuclei in 17 randomly selected high 
power fields of view (400x). The lining layer thickness was analyzed by averaging the number of cells in a 
lining layer cross section at 9 different locations (400x). To determine the number of T-cells (CD3, Dako, 
Hamburg, Germany), macrophages (CD163, Dako), and vessels (collagen IV, Dako), 8 cryosections were 
investigated using APAAP staining and the number of identified structures was averaged from 17 ran-
domly selected high power fields (400x). The number of investigated high power fields was derived from a 
pioneering histological study of Bresnihan et al. (17). 
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For the determination of synovial innervation 6 to 8 cryosections (5-7 µm thick) were used for immu-
nohistochemistry with a primary antibody against tyrosine hydroxylase (TH, the key enzyme for norepi-
nephrine production in sympathetic nerve endings, Chemicon, Temecula, CA, USA) (15), and an Alexa 
546 conjugated secondary antibody (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands). The numbers of sym-
pathetic nerve fibers per mm² were determined by averaging the number of stained nerve fibers (mini-
mum length 50 µm, determined through a micrometer eyepiece) in 17 randomly selected high power 
fields of view (400x). 
 
Immunohistochemistry of the 11βHSD 1 and 2. Human 11βHSD 1 and 2 were detected and double 
stained using immunofluorescence. Crysections were blocked and then incubated overnight with poly-
clonal antibodies against the two enzymes (11βHSD 1 from Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, 
California, 11βHSD 2 from Alpha Diagnostic International Inc., San Antonio, Texas, U.S.A.) each together 
with a monoclonal antibody against activated macrophages (CD163, DakoCytomation, Carpinteria, Cali-
fornia, U.S.A.) . After three washes, staining of the positive cells was achieved by incubating the sections 
with respective secondary Alexa Fluor 488 and 555 F(ab´)2 fragments (Molecular Probes, Eugene, Ore-
gon, U.S.A.). Nuclei were stained with Vectashield mounting medium with DAPI (Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, California, U.S.A.). The numbers of 11βHSD 1 and 2-positive cells per mm² were determined 
in 17 randomly selected high power fields of view (400x). 
 
Isolation and culture of primary mixed synovial cells. Mixed synovial cells were isolated by enzy-
matic digestion of fresh synovial tissue for 1-2 hr at 37°C using Dispase (Grade II, Boehringer, Mannheim, 
Germany). The synovial cells were re-suspended in RPMI 1640 medium (Sigma, Taufkirchen, Germany), 
supplemented with 10% FCS (Sigma, Taufkirchen, Germany), 1% penicillin/streptomycin (Life Technolo-
gies Inc., Paisley, U.K.), 0.1% amphotericin B (Bristol-Myers Squibb, Munich, Germany) and 4 ml/l cipro-
floxacin (Bayer, Leverkusen, Germany). The cells were stored for 24 hr in teflon bags (Heraeus, Hanau, 
Germany) for immediate 4°C express shipping to the University of Jena (M.S.). After removal from the 
teflon bags, synoviocytes were washed twice with serum-free RPMI medium (Biochrom, Berlin, Ger-
many). Roughly 3-4 x 105 viable cells per well were placed into 6-well plates in a final volume of 3 ml and 
incubated for 3 hr. There was no difference in viability between cells obtained from OA and RA patients, 
respectively. During culture, cells were kept in a humidified atmosphere with 5% CO2 at a temperature of 
37°C. After 3 hr, cells were subjected to incubation with radiolabelled cortisol with/without additional test 
compounds (see below). 
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Incubation with radiolabelled cortisol, steroid extraction, and thin layer chromatography. Sol-
vents and other reagents were purchased from Merck (Darmstadt, Germany), if not stated otherwise. 
Unlabelled steroids, substance P, a substance P receptor antagonist (L-703606), adenosine, and isopro-
terenol were from Sigma (Taufkirchen, Germany). Furthermore, we used the enzyme inhibitors 
metyrapone (Sigma, Taufkirchen, Germany) and carbenoxolone (Sigma, Taufkirchen, Germany) as well 
as TNFα (PeproTech, Rocky Hill, USA), and infliximab (Essex-Pharma, München, Germany). Radioactive 
[4-14C]cortisol was purchased from PerkinElmer (Rodgau, Germany). Metyrapone and carbenoxolone 
were used at 100 µM and 5 µM, respectively, because these concentrations demonstrated maximal ef-
fects (18, 19). 
After addition of various compounds or vehicles, respectively, cells were incubated with 0.249 µM 
[4-14C]cortisol (1979.5 MBq/mmol; PerkinElmer, Rodgau, Germany) for another 48 hr. We used this corti-
sol concentration because it reflects the normal serum concentration (20). The time window was chosen, 
because it was well within the time window of linear product accumulation (data not shown). Then, the 
culture supernatants were transferred to polypropylene tubes and centrifuged at 4°C at 600 g for 5 min. 
Steroids were extracted twice with 3 ml cold ethyl acetate. The exact concentrations of radiolabelled corti-
sol applied to each well and the extraction efficiencies were monitored by liquid scintillation counting of 
aliquots. More than 90% of the total radioactivity was routinely recovered in the organic phase, which was 
lyophilized in a speed-vac concentrator (Saur, Reutlingen, Germany) and stored at –20°C until analysis.  
Lyophilized extracts were dissolved in 50µl ethanol. Samples of 10µl were spotted on silica gel 60 
F254 thin-layer chromatography (TLC) aluminum sheets and developed in chloroform : ethyl acetate : 
ethanol (20:5:1). Unlabelled cortisol and cortisone, 10 µg each per lane, were used as carriers and for 
identification of corresponding spots on the TLC plates under UV illumination. Radioactivity on the TLC-
plates was quantified by phosphorimaging (FLA 3000, Fuji-Raytest, Straubenhardt, Germany). Spots 
were assigned only, if their intensity was more than two standard deviations above background. All TLC 
analyses were repeated twice for each sample. The results are calculated and given as pmoles cortisone 
produced by 106 cells in a 48 hr incubation period. Calculations based on the amounts of cortisol used 
gave essentially the same results.  
 
The re-activation ratio. Radiolabelled cortisol is converted to cortisone and again back to cortisol by 
the bi-directional reaction of 11βHSD 1 and 11βHSD 2 (Fig. 1A). Re-activation of cortisone is made pos-
sible by the 11βHSD 1 and this pathway can be blocked by metyrapone at 100 µmol/l (19). Due to the 
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amount of synovial cells available, metyrapone was used at 100 µmol/l in order to test the pathways of 
the 11βHSD 1 and 11βHSD 2 with only one radiolabelled compound (cortisol). In order to find a measure 
for re-activation of cortisone (cortisone Æ cortisol), a ratio of cortisone production with metyrapone di-
vided by cortisone production without metyrapone was calculated according to the following formula: 
Metyraponecortisone
cortisone
=re-acti vati on  rati o  
This ratio is an excellent indicator of the capacity to re-activate cortisone (cortisone Æ cortisol).This 
particular ratio was denominated the re-activation ratio. 
 
Presentation of data and statistical analysis. All data are given as means ± SEM. When variables 
were normally distributed paired or unpaired t-test were used, otherwise the Mann-Whitney test for un-
paired data or the Wilcoxon test for paired data were used (SPSS / PC, V.11.5, SPSS Inc., Chicago, 
USA). Correlations were calculated by Spearman rank correlation analysis (SPSS). p<0.05 was the level 
of significance. 
 
 
RESULTS 
 
Markers of inflammation in synovial tissue. In order to delineate severity of local tissue inflamma-
tion, we investigated lining layer thickness, overall cellularity, density of CD3+ T cells, CD163+ macro-
phages, and vascularity. Obviously, patients with RA had more severe inflammation as compared to pa-
tients with OA (Table 1). 
 
Immunohistochemistry of 11βHSD 1 and 2. Cells positive for 11βHSD 1 and 2 were detected in the 
sublining area of synovial tissue of patients with RA and OA. Double staining identified CD163 positive 
macrophages with 11βHSD 1 and 2 (Fig. 1). The number of 11βHSD 1 (11βHSD 2) positive cells was 
somewhat lower (higher) in RA as compared to OA (Fig. 1D) but this did not reach the significance level. 
Calculation of the ratio of 11βHSD 2 positive cells divided by 11βHSD 1 positive cells revealed a signifi-
cant increase in RA as compared to OA (Fig. 1E). 
 
Interconversion of cortisol and cortisone. Figure 2 demonstrates that cortisol is converted to corti-
sone as exemplified in an OA patient. It is demonstrated that metyrapone, an inhibitor of the reducing 
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reaction of 11βHSD 1 increased cortisone production (Fig. 2, lane 5/6). Since cortisone production under 
metyrapone is markedly higher than without this compound (Fig. 2, compare lane 3/4 with lane 5/6), a 
significant part of cortisone is shifted back to cortisol via the 11βHSD 1 under conditions without 
metyrapone. The overall inhibitor of 11βHSD 1 and 2, carbenoxolone, largely inhibited conversion from 
cortisol to cortisone (Fig. 2, lane 7/8). In further experiments on 4 RA and 4 OA patients, we quantified the 
effects of carbenoxolone with/without metyrapone (Fig. 3). Under conditions with/without metyrapone, 
carbenoxolone nearly completely inhibited inactivation of cortisol, which was significant in OA and tended 
to be significant in RA (Fig. 3A,B). 
To further quantify effects of metyrapone, synovial cells of 11 RA and 14 OA patients were investi-
gated (Fig. 4). It is obvious that metyrapone led to a strong inhibition of re-activation of cortisone (corti-
sone Æ cortisol) in OA patients which was not significant in RA (Fig. 4A). This indicates that this particular 
reaction was more prominent in OA synovial cells and did nearly not happen in RA synovial cells (Fig. 
4A). The re-activation ratio was significantly higher in OA as compared to RA (Fig. 4B). 
 
Re-activation of cortisone and inflammation. Inflammation may have an impact on re-activation of 
cortisone because it has been demonstrated that cytokines such as TNFα and IL-1β influence 11βHSD 
(7-10). It seems that a status with less inflammation in OA patients was not linked to increased or de-
creased re-activation of cortisone (no significant correlations between synovial cellularity and reactivation 
ratio: R=0.-370, n.s., and between T cell density and re-activation ratio: R=-0.080, n.s.). However, in RA 
patients an increased inflammatory status evaluated by cellularity and T cell density significantly corre-
lated with an increased re-activation ratio (cellularity: R=0.860, p=0.002; T cell density: R=0.720, 
p=0.019). Although the general level of re-activation of cortisone is much lower in RA than in OA (Fig. 
4B), a higher inflammatory status seems to be linked to an increased re-activation of cortisone. 
There was no interrelation between re-activation of cortisone and therapeutically administered drugs 
(NSAIDS: p=0.045, prednisolone: p=0.32). 
 
Re-activation of cortisone and proinflammatory factors and sympathetic neurotransmitters. 
Above data indicated that, apart from inflammatory mediators, another causal factor may be involved in 
low re-activation of cortisone in RA patients. In our earlier studies, we have demonstrated a dramatic loss 
of sympathetic nerve fibers in synovial tissue of patients with RA as compared to OA (15, 21). In this 
study we were able to confirm the significant loss of sympathetic nerve fibers in patients with RA as com-
pared to OA (Fig. 5A). This prompted us to study two typical neurotransmitter pathways mediated by the 
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sympathetic nervous system: via the β-adrenoceptor (using isoproterenol, a specific β1,2-adrenergic ago-
nist) and via the adenosine receptor A2 (using high concentrations of adenosine). Isoproterenol and 
adenosine inhibited conversion of cortisol to cortisone (Fig. 5B). Isoproterenol demonstrated a dose-
response relationship (Fig. 5C). Other mediators such as TNFα, infliximab (anti-TNFα antibody), sub-
stance P, and a substance P receptor inhibitor did not influence this conversion step (Fig. 5B). This indi-
cates that sympathetic neurotransmitters influence the oxidizing capacity of the 11βHSD 1 or 11βHSD 2 
(cortisol Æ cortisone). 
 
 
DISCUSSION 
 
Cortisol conversion to cortisone is an important mechanism in order to inactivate the biologically active 
endogenous glucocorticoid. Inactivation can play an important role for generation of an inflammatory mi-
lieu, which is very important in Listeria monocytogenes infection (22): Defense mechanisms which control 
the progressive growth of Listeria monocytogenes in normal mice in vivo are dependent upon inactivation 
of endogenous glucocorticoids by the 11βHSD, because pharmacological inhibition of 11βHSD largely 
increased host susceptibility to progressive bacterial disease (22). One may hypothesize that inactivation 
of cortisol in peripheral tissue has been evolutionarily conserved in order to protect the host from bacterial 
invasion. Inactivation of cortisol can also be important in chronic inflammatory diseases. 
In this comparative study of RA and OA synovial cells, we were able to demonstrate that re-activation 
of cortisone via the reducing capacity of the 11βHSD 1 (cortisone Æ cortisol, see Fig. 1A) was signifi-
cantly decreased in RA as compared to OA. Thus, the supply of cortisol by re-activation of cortisone is 
obviously different in these two diseases. The question arises whether, or not, administered prednisolone 
has modulated these effects in our RA patients. It has been demonstrated in human osteoblasts that glu-
cocorticoids can increase the activity of the 11βHSD 1 in vitro (cortisone Æ cortisol) (23). Under consid-
eration of this information, one would expect an increased re-activation of cortisone in chronically gluco-
corticoid treated RA patients as compared to OA. However, this present study demonstrated decreased 
re-activation of cortisone in RA, which makes it unlikely that administered prednisolone has largely influ-
enced our results. 
In the sixties of the last century, it has been shown that synovial tissue is able to interconvert cortisol 
and cortisone (4). At this time, the responsible enzymes have not been cloned, and respective inhibitors 
were not known in detail. In this study of Murphy and West, it was demonstrated in synovial tissue that 
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cortisol inactivation was increased in two patients with RA as compared to two patients with diabetes (as 
controls) (4). However, a detailed statistical analysis was not possible due to the low numbers of investi-
gated patients. In our study, it turned out that particularly re-activation of cortisone is markedly lower in 
RA than in OA patients. Furthermore, it turned out that carbenoxolone, an inhibitor of the entire reaction of 
the 11βHSD 1 and 11βHSD 2 nearly completely abolished cortisol inactivation. Such a pharmacological 
effect can be an important therapeutical principle which has been demonstrated in dermatitis in mice (11). 
Interestingly, no such therapeutical principle has ever been introduced into pharmacological treatment of 
patients with RA or other chronic inflammatory diseases. 
Since RA is a disease with strong inflammation, key cytokines such as TNFα may play a role in corti-
sol inactivation. It has been demonstrated that IL-1β and TNFα stimulate re-activation of cortisone in pe-
ripheral tissue (7-10). Such a reaction would increase the biologically active cortisol in inflamed tissue, 
which can be necessary to counteract inflammation in RA. In this study, we confirmed that proinflamma-
tory factors were positively correlated to increased re-activation of cortisone in RA but not in OA. How-
ever, the level of re-activation of cortisone was largely lower in RA as compared to OA. At this point, the 
question arises whether, or not, other factor apart from proinflammatory cytokines can inhibit re-activation 
of cortisone. 
In recent years, we demonstrated a dramatic loss of sympathetic nerve fibers in the synovial tissue of 
patients with RA as compared to OA (15, 21). In parallel, tissue innervation with sensory substance P – 
positive nerve fibers remains relatively stable (15, 21). Such a dysbalance between sympathetic and sen-
sory nerve fibers may influence local cortisol availability. Indeed, it has been demonstrated that an in-
crease of the second messenger cAMP of the β-adrenergic signaling pathway inhibits both, the 11βHSD 
1 and 2 (24). In another study with Leydig cells, adenosine, another sympathetic neurotransmitter, in-
creased cortisone re-activation (25). These results may indicate that sympathetic neurotransmitters in-
crease local cortisol concentration by inhibition of cortisol inactivation or increased re-activation of corti-
sone. In this present study, we were able to demonstrate that isoproterenol, a β-adrenergic receptor ago-
nist, and adenosine inhibited cortisol inactivation particularly in OA but less in RA patients. The lower 
influence of these neurotransmitters in RA may be due to reduced neurotransmitter receptor density on 
local cells (26). 
At this point, we recall the general cooperativity of sympathetic neurotransmitters on one hand and 
glucocorticoids on the other: In asthma therapy parallel topical (or systemic) treatment with a β-adrenergic 
agonist and corticosteroids (CS) has an additive anti-obstructive effect (27). Cooperative effects of cortisol 
and norepinephrine lead to an increase of glucocorticoid receptors, β-adrenoceptors, intracellular cAMP, 
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protein kinase A, and cAMP responsive element binding protein, a sequence of events which has been 
demonstrated in various cell types (28-35). Increase of these intracellular mediators is accompanied by a 
dramatic antiinflammatory response in various immune cells (36, 37). Furthermore, cortisol supports pro-
duction of norepinephrine and epinephrine from sympathetic nerve terminals and adrenal medulla by 
inducing the synthesizing enzymes (38, 39). In synovial cells, cooperativity of norepinephrine and cortisol 
lead to decreased production of TNFα, IL-6, and IL-8 (40). From this point of view, the above mentioned 
influence of sympathetic neurotransmitters on cortisol inactivation would be an additional way in order to 
sustain cooperativity of these two systems. One may speculate that loss of sympathetic nerve fibers to-
gether with a decrease of β-adrenoceptor density on RA leukocytes is an important causal factor for low 
cortisol availability in inflamed tissue. 
In conclusion, this study demonstrated a reduced capacity of local re-activation of cortisone in rheuma-
toid arthritis synovial cells as compared to OA synovial cells. Since synthetic glucocorticoids also use this 
re-activation shuttle the same applies for therapeutic glucocorticoids. This defective re-activation of corti-
sone may be an important unrecognized pathophysiological factor for the perpetuation of inflammation in 
RA.  
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Table 1 Basic and histological characteristics of patients with rheumatoid arthritis and 
osteoarthritis who underwent knee-joint replacement surgery. Data are given as 
means ± SEM, percentages are given in parentheses. 
 
 Osteoarthritis Rheumatoid arthritis 
Number of patients 14 11 
Age (yr) 71.3 ± 2.4 66.6 ± 3.2 
Gender m/f 3 / 11 3 / 8 
Disease duration (yr) n.a. 11.6 ± 2.0 
C-reactive protein (mg/l) 6.2 ± 1.1 31.4 ± 12.0** 
Presence of rheumatoid factor (n / %) n.a. 8 (73) 
Lining layer thickness (number of cells) 2.0 ± 0.2 3.9 ± 0.4** 
Overall cellularity (cells / mm²) 1202 ± 175 2046 ± 309* 
CD3+ T cell density (cells / mm²) 28.2 ± 9.4 83.3 ± 34.7 
CD163+ macrophages (cells / mm²) 47.6 ± 10.6 126.1 ± 32.8* 
Vascularity (vessels / mm²) 25.0 ± 1.6 34.5 ± 6.0 
   
Medication   
Prednisolone (n / %) 0 (0) 9 (82) 
Methotrexate (n / %) 0 (0) 2 (18) 
Sulfasalazine (n / %) 0 (0) 1 (9) 
Leflunomide (n / %) 0 (0) 3 (27) 
Chloroquine / hydroxychloroquine (n / %) 0 (0) 3 (27) 
Azathioprine (n / %) 0 (0) 1 (9) 
Cyclosporin A (n / %) 0 (0) 1 (9) 
COX2 inhibitors (n / %) 2 (14) 3 (27) 
NSAID (unspecific COX1/2 inhibitors) (n / %) 8 (57) 10 (91) 
*p < 0.05, **p < 0.01 vs. osteoarthritis. Abbreviation: n.a., not applicable 
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Figure legends 
 
 
Figure 1 Identification of the 11beta-hydroxysteroid dehydrogenase (11βHSD) 1 and 2. A) This 
graph schematically depicts cortisol production and inactivation. B) and C) Immunohisto-
chemistry of 11βHSD 1 and 11βHSD 2 in osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA) 
patients. Magnification 400x. D) Density of 11βHSD 1 and 2 positive cells per mm² in pa-
tients with OA (white bars) and RA (black bars). A total of 17 randomly selected high power 
fields (440x) was investigated in each patient. E) Ratio of 11βHSD 1 positive cells divided 
by 11βHSD 2 positive cells and vice versa. Data in panels D) and E) are given as means ± 
SEM. 
 
Figure 2 Analysis of cortisol metabolism by thin-layer chromatography. A) The graph schematically 
depicts glucocorticoid interconversion via the 11beta-hydroxysteroid dehydrogenases 
(11βHSD). The points of action of applied inhibitors of the 11βHSD 1 and 11βHSD 2 are 
demonstrated. B) In a representative experiment, synovial cells from a patient with OA 
were isolated and cultured as described in Materials and Methods. Cells were incubated 
with 249 nM [4-14C]cortisol for 48 hr in serum-free RPMI medium. The positions of radio-
labelled cortisol (*cortisol) and *cortisone are indicated: *cortisone is the major product. 
Samples were spotted in duplicate at the position indicated (start): 1+2, no synovial cells; 
3+4, untreated synovial cells (control); 5+6, synovial cells treated with 100 µM metyrapone; 
7+8, synovial cells treated with 5 µM carbenoxolone.  
 
Figure 3 11βHSD inhibition blocks cortisone production in osteoarthritis (A) and rheumatoid arthritis 
(B). Synovial cells from 4 OA patients and from 4 RA patients were isolated, cultured and 
analyzed as described in Materials and Methods. Cells were treated with 100 µM 
metyrapone (M) or 5 µM carbenoxolone (CBX), or respective vehicles, as indicated. All 
data are given as means ± SEM. The insert demonstrates the points of action of investi-
gated inhibitors in OA and RA synovial cells. 
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Figure 4 Re-activation of cortisone in osteoarthritis and rheumatoid arthritis. A) Different 11βHSD 
reductase activity in OA versus RA patients. Synoviocytes of 14 OA patients and 11 RA pa-
tients were isolated and cultured as described in Materials and Methods. Cells were treated 
for 48 hr with radiolabelled cortisol in the absence or presence of 100 µM metyrapone (M), 
which inhibits solely the reductase activity of 11βHSD 1 in the concentration used (see in-
sert). All data are given as means ± SEM. B) Re-activation ratio in patients with OA and 
RA. This ratio indicates the amount of re-activation of cortisone (cortisone Æ cortisol). For 
calculation of the re-activation ratio see Materials and Methods. Box plots indicate 75th/25th 
percentiles, whiskers indicate 90th/10th percentiles, solid lines indicate medians, and 
dashed lines indicate means. 
 
Figure 5 Sympathetic nervous system and cortisol inactivation. A) Density of sympathetic nerve 
fibers in patients with osteoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA). B) Influence of dif-
ferent factors on cortisol inactivation. Synovial cells were treated for 48 hr with radiolabelled 
cortisol in the absence or presence of different factors: TNFα (10 ng/ml); I, infliximab (3 
µg/ml); SP, substance P (10-9 mol/l); L, L-703606 (10-6 mol/l, specific substance P receptor 
antagonist); Iso, isoproterenol (β-adrenergic agonist: 10-5 mol/l); Ado, adenosine (2.5 x 10-5 
mol/l). Synovial cells of at least three different patients with OA and RA were investigated. 
The insert (C) demonstrates the dose response curve for isoproterenol. *p < 0.05, 
**p< 0.020, #p = 0.009 for the comparison vs. control. The horizontal lines indicate control ± 
SEM. All data are given as means ± SEM. 
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(ABSTRACT) 
 
 
Objective. Anti-TNF antibody therapy in rheumatoid arthritis (RA) has expanded our understanding 
about possible mechanisms by which this treatment reduces inflammation. Beyond effects on local im-
mune responses, anti-TNF treatment may also modulate local hormone supply. Since androgens such as 
DHEA are thought to inhibit immune responses, their presence in inflamed tissue is an additionally impor-
tant antiinflammatory factor. 
Methods. In this study, we investigated conversion of the ubiquitous DHEA sulfate (DHEAS, the bio-
logically inactive precursor of DHEA) to the androgen DHEA in mixed synovial cells of patients with RA 
and osteoarthritis (OA) making use of thin layer chromatography and phosphorimaging. By immunohisto-
chemistry we detected the respective key enzyme, the steroid sulfatase. 
Results. We observed a significantly lower DHEAS to DHEA conversion in synovial cells of RA pa-
tients as compared to OA patients (3.3 ± 0.5 vs 6.0 ± 0.9 % of applied [3H]DHEAS per 106 synovial cells, 
p = 0.042). In RA but not in OA, converted [3H]DHEA inversely correlated with synovial density of macro-
phages (RRank= -0.725, n=13, p=0.005, vs. RRank= 0.069, n=18, n.s.) and T cells (RRank= -0.621, n=13, 
p=0.024, vs. RRank= 0.117, n=18, n.s.). Double immunohistochemistry revealed that the steroid sulfatase 
was mainly located in synovial macrophages but was also found in fibroblasts. Neutralization of TNF 
largely up-regulated DHEAS to DHEA conversion in RA (p<0.05) but not in OA. A similar neutralizing 
effect was observed with polyclonal human immunoglobulins which is most probably mediated via TNF 
neutralization at low TNF concentrations (p<0.01). 
Conclusions. These data indicate that TNF inhibits DHEAS to DHEA conversion in RA synovial cells. 
Since androgens are antiinflammatory mediators, TNF-induced inhibition of the local androgen supply is a 
supplementary proinflammatory factor. Consequently, anti-TNF strategies may also exert their positive 
effects by an increase of tissue androgens.  
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(Introduction) 
 
Tumor necrosis factor (TNF) is an important stimulus of local inflammation and its neutralization is a 
fast acting treatment option in patients with rheumatoid arthritis (RA) (1) and other diseases (2, 3). TNF 
may also modulate local availability of steroid hormones because it has been demonstrated that this cyto-
kine interferes with typical steroid converting enzymes in normal endocrine tissue (4-6). In this respect, 
the biologically inactive dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS) is an important steroid hormone pre-
cursor for local androgens and estrogens (7). Particularly, after gradual involution of endocrine tissue, 
adrenal DHEAS supply is of outstanding importance for local tissue supply of the biologically active 
downstream dehydroepiandrosterone (DHEA) (8). After a decade of extensive work on the role of andro-
gens on immune responses, these hormones are thought to play a critical antiinflammatory role in human 
rheumatic diseases (9-15) but also in animal models of arthritis and systemic lupus erythematosus (16, 
17). 
Tissue supply with DHEAS, which is locally converted to biologically active DHEA, is a critical factor 
for the further downstream conversion to testosterone and 17β-estradiol (Fig. 1). Thus, DHEAS desulfata-
tion by the X-chromosomally located microsomal steroid sulfatase (18), is the key enzyme step for DHEA 
tissue supply. Important work in macrophages of normal mice demonstrated that proinflammatory media-
tors such as lipopolysaccharide and TNF inhibit this enzyme step (19). However, cytokine-modulated 
conversion of DHEAS to DHEA has never been investigated in cells of inflamed tissue of patients with 
chronic inflammatory diseases. 
It was the aim of this present study to investigate the role of TNF on DHEAS to DHEA conversion in 
mixed synovial cells of patients with RA and patients with osteoarthritis (OA). This study should give an 
idea as to how the ubiquitous precursor hormone DHEAS is locally converted to DHEA, the important 
precursor of testosterone and estrogens. 
 
 
PATIENTS AND METHODS 
 
Patients. In this study, 15 patients with long-standing RA fulfilling the American College of Rheuma-
tology criteria for RA (20) and 22 patients with OA were included. These patients underwent elective knee 
joint replacement surgery, and they were informed about the purpose of the study and gave written con-
sent. The study was approved by the Ethical Committee of the University of Regensburg. Basic clinical 
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and laboratory data are given in table 1. Parameters such as erythrocyte sedimentation rate, C-reactive 
protein, and rheumatoid factor were measured by standard techniques.  
 
Synovial tissue preparation. Synovial tissue samples were obtained immediately after opening the 
knee joint capsule. The preparation of the tissue for histology was described (21). Briefly, a piece of syno-
vial tissue of up to 9 cm2 was dissected. Fat tissue and tissue with a large number of blood vessels were 
removed. Six pieces of about 16 mm2 were loaded into 8 superfusion chambers (see below), and ap-
proximately 8 pieces (0.8 cm2) of the same synovial area were used for histology. Samples intended for 
hematoxylin–eosin (HE) staining and alkaline phosphatase – anti-alkaline phosphatase (APAAP) staining 
were immediately placed in protective freezing medium (Tissue Tek, Sakura Finetek, Zoeterwoude, The 
Netherlands) and then quick-frozen floating on liquid nitrogen. Tissue samples for the detection of nerve 
fibers were fixed for 12 to 24 hr in phosphate buffered saline (PBS) containing 3.7% formaldehyde and 
then incubated in PBS with 20% sucrose for 12 - 24 hr. Thereafter, tissue was embedded in Tissue Tek 
and quick-frozen. All tissue samples were stored at -80°C. 
 
Histological evaluation and determination of synovial innervation. Histological evaluation was 
carried out as described previously (22). Briefly, the frozen tissue samples were cut into 6-8 µm thick 
sections and cell density and lining layer thickness were determined using standard HE staining of about 
45 sections from at least 3 different tissue samples per patient. The overall cell density was determined 
by counting all stained cell nuclei in 17 randomly selected high power fields of view (400x) and expressed 
per square millimeter. The lining layer thickness was analyzed by averaging the number of cells in a lining 
layer cross section at 9 different locations at 400x magnification. To determine the number of T-cells 
(CD3, Dako, Hamburg, Germany), macrophages (CD163, Dako), and vessels (collagen IV, Dako) in the 
synovial tissue of each patient, 8 cryosections were investigated using APAAP staining and the number of 
identified structures was averaged from 17 randomly selected high power fields of view (400x) and ex-
pressed per square millimeter. The number of investigated high power fields was derived from a pioneer-
ing histological study of Bresnihan et al. (23). 
The determination of synovial innervation has been described previously (22). Briefly, 6 to 8 cryosec-
tions (7 – 9 µm thick) of the formaldehyde / sucrose – fixed tissue samples were used for immunohisto-
chemistry with a primary antibody against tyrosine hydroxylase (TH, the key enzyme for NE production in 
sympathetic nerve endings, Chemicon, Temecula, CA, USA). An Alexa 546 conjugated secondary anti-
body (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) was used to achieve immunofluorescent staining of 
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sympathetic nerve fibers. The numbers of TH-positive nerve fibers and cells per square millimeter were 
determined by averaging the number of stained nerve fibers (minimum length 50 µm, determined through 
a micrometer eyepiece) in 17 randomly selected high power fields of view (400x). 
 
Immunohistochemistry of the steroid sulfatase. Human steroid sulfatase was detected using a 
specific rabbit antiserum against the protein previously published (24), and sections were double stained 
using immunofluorescence. Briefly, cryosections of acetone-fixed synovial tissue samples were air-dried 
for 1 hr and then rehydrated in 0.05 M TBS. Unspecific binding sites were blocked with 0.05 M TBS con-
taining 10% fetal calf serum, 10% bovine serum albumin and 10% normal goat serum for 1 hr at room 
temperature. After a 10 min wash with TBS, the sections were incubated with the polyclonal anti-steroid 
sulfatase antibodies for 12 to 18 hr at room temperature together with a monoclonal antibody against 
activated macrophages (CD163, Dako) or fibroblasts (prolyl-4-hydroxylase, Dako). After three washes, 
staining of the positive cells was achieved by incubating the sections with respective secondary Alexa 
Fluor 488 and 555 F(ab´)2 fragments (Molecular Probes, Eugene, Oregon, U.S.A.). Nuclei were stained 
with Vectashield mounting medium with DAPI (Vector Laboratories Inc., Burlingame, California, U.S.A.). 
Control staining with non-immune rabbit and mouse serum was carried out in parallel. 
 
Steroid hormone conversion assay. Mixed synovial cells were isolated by enzymatic digestion of 
fresh synovial tissue for 1-2 hr at 37°C (Dispase Grade II, Roche Biochemicals, Mannheim, Germany). 
The synovial cells were re-suspended in serum-free RPMI 1640 medium (Sigma, Taufkirchen, Germany), 
supplemented with 1% penicillin/streptomycin (Life Technologies Inc., Paisley, U.K.), 0.1% amphotericin B 
(Bristol-Myers Squibb, Munich, Germany) and 4 ml/l ciprofloxacin (Bayer, Leverkusen, Germany). A total 
of 35.000 cells were seeded into 48-well plates in a volume of 250 µl and cultured for 24 hr (primary early 
culture of mixed synovial cells without further selection) in a humidified atmosphere with 5% CO2 at a 
temperature of 37°C. 
To measure the activity of the steroid sulfatase, [1,2,6,7-3H]DHEAS (PerkinElmer Life Sciences, Rot-
gau, Germany) was added to each dish to achieve a final concentration of 0.2 µmol/l (normal serum con-
centration approx. 6 µmol/l, serum concentration in patients with RA: 1.2 µmol/l, ref. 25). In order to test 
modulation of DHEAS to DHEA conversion, we added anti-TNF monoclonal antibody (infliximab, Essex 
Pharma GmbH, Munich, Germany), polyclonal immunoglobulins (as a control to the Fab part of infliximab, 
IgG Gammonativ, Pharmacia & Upjohn, Erlangen, Germany), and a biologically irrelevant Fc chimera with 
the mouse oncostatin M receptor β-chain (as a true control to the Fc part of infliximab, protein homology 
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to the human oncostatin M receptor β-chain < 50%, R&D Systems, Wiesbaden, Germany) to synovial 
cells. The substances were added to achieve a final concentration of 0.01 and 0.1 µg/ml, respectively. 
The synovial cells were cultured with [1,2,6,7-3H]DHEAS for additional 24 hr in a humidified atmosphere 
with 5% CO2 at a temperature of 37°C. 
 
Thin layer chromatography (TLC) analysis. Steroids in the supernatant were extracted twice with 
ethyl acetate at pH 1.0. After centrifugation, the organic phase was removed and evaporated to dryness 
by a nitrogen stream. Dried extracts were dissolved in 50 µl 100% ethanol. Samples of 10 µl were then 
spotted on silica gel 60 F254 TCL aluminum sheets (Merck, Darmstadt, Germany). A mixture of unlabeled 
carrier steroids (DHEAS, DHEA, androstenediol, testosterone, estrone, all from Sigma, Taufkirchen, 
Germany) were also spotted on each sheet in order to control chromatography later by UV illumination. 
The silica gel aluminum sheets were then developed in one dimension with the solvent system chloro-
form:diethylether (1:1). After developing, aluminum sheets were marked with [1,2,6,7-3H]DHEAS at 1µM, 
0.1µM, 0.01µM in order to produce a standard curve on every aluminum sheet (Fig. 2). Establishing a 
standard curve on every TLC sheet allows the exact determination of molar amounts of converted 
[3H]DHEA. Then the sheets were exposed to tritium storage phosphor screens (Molecular Dynamics, 
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) for 18 - 24 hr. For the measurement of the activated 
screens we used the PhosphorImager SI (Molecular Dynamics, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 
Germany). Spontaneous [3H]DHEA generation from [3H]DHEAS and background radioactivity were sub-
tracted from each radioactivity spot (Fig. 2). TLC spots were assigned to steroid hormones by co-
migration with authentic standards in the solvent system and visualized by heating to 130°C after dipping 
plates into 3% copper(II)-acetate in 8% phosphoric acid.  
 
Superfusion technique of synovial tissue samples. In order to use an additional soluble readout 
parameter of synovial inflammation, IL-6 was detected in the superfusate of synovial tissue samples. The 
superfusion technique has been described previously in detail for spleen slices (26). Briefly, six pieces of 
synovial tissue samples were placed in superfusion chambers with 80 µl volume and then superfused 
with serum-free culture medium (RPMI 1640, 25 mM HEPES, 1% penicillin/streptomycin, 30 µM mercap-
toethanol, 0.57 mM ascorbic acid, 1.3 mM calcium, all additions from Sigma, Taufkirchen, Germany). 
Superfusion was performed for 2 hr at 37ºC using a flow rate of 66 µl/min (one sample per chamber, six 
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chambers in parallel). Superfusate was collected at 2 hr and stored at –20°C for later bulk analysis of IL-6 
by ELISA (Endogen via Perbio Science, Bonn, Germany). 
 
Measurement of TNF in the synovial cell supernatant. An aliquot of isolated synovial cells of each 
patient was also incubated for 48 hr in supplemented RPMI 1640 without adding any substances. The 
TNF concentrations of these supernatants were measured by a high sensitive ELISA (R&D Systems, 
Wiesbaden, Germany).  
 
L929 cell bioassay for detection of TNF effects. This assay was established in order to detect the 
possible TNF-neutralizing activity of IgG Gammonativ (see Results). L929 murine fibrosarcoma cells were 
cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% fetal calf serum (Sigma, Taufkirchen, Germany), 1% peni-
cillium/streptomycin (Life Technologies Inc., Paisley, U.K.) and 3 x 10-5 mol/l 2-mercaptoethanol (Sigma, 
Taufkirchen, Germany). The bioassays were carried out in supplemented RPMI 1640 under serum-free 
conditions. A total of 3 x 105 cells per well were seeded into a 96 well plate in supplemented medium con-
taining 4 µg/ml actinomycin D (Sigma, Taufkirchen, Germany). Then IgG Gammonativ and infliximab 
were added in the same concentrations as mentioned above together with different concentrations of TNF 
(39, 156, and 625 pg/ml, recombinant human protein from R&D Systems, Wiesbaden, Germany). After 24 
hr in a humidified atmosphere with 5% CO2 at a temperature of 37°C, the viability of the cells was meas-
ured by a colorimetric method using a standard protocol of the CellTiter 96 AQueous Assay (Promega 
Corporation, Madison, U.S.A.). The percentage of cell survival was calculated as follows: (Absorptiontreated 
cells / Absorptionuntreated cells) x 100.  
 
Presentation of data and statistical analysis. All data are given as means ± SEM. Groups were 
compared by the non-parametric Mann-Whitney test, correlations were calculated by Spearman rank 
correlation analysis (SPSS / PC, V.11.5, SPSS Inc., Chicago, USA). p<0.05 was the level of significance. 
 
 
RESULTS 
 
Markers of inflammation in synovial tissue. In order to delineate severity of local tissue inflamma-
tion, we investigated lining layer thickness, overall cellularity, density of CD3+ T cells, CD163+ macro-
phages, vascularity, and density of sympathetic nerve fibers which is an excellent marker of synovial in-
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flammation (22). Obviously, patients with RA had more severe inflammation as compared to patients with 
OA (Table 1, Table 2). 
 
DHEAS to DHEA conversion in synovial cells of RA and OA. Figure 3 demonstrates that DHEA 
generation from DHEAS was significantly lower in patients with RA as compared to OA. OA patients pro-
duced twice as much DHEA from the biologically inactive precursor DHEAS (Fig.3A). Under these condi-
tions with one million synovial cells, produced DHEA is approximately 5 % of the initially administered 
DHEAS which reflects a conversion rate of 1:20 (Fig. 3A). Since steroid sulfatase located in synovial cells 
is responsible for DHEAS to DHEA conversion, we calculated the ratio of converted DHEA divided by 
overall cellularity (Fig. 3B). This ratio supported our above mentioned findings of low DHEAS to DHEA 
conversion in RA as compared to OA. 
 
DHEAS to DHEA conversion and markers of inflammation. In order to link the amount of converted 
DHEA with typical markers of inflammation, Spearman correlation analysis was carried out. Obviously, 
there was a negative correlation between converted DHEA and density of T cells in patients with RA but 
not in OA (Fig. 4A,B). An even more clear picture appeared for the correlation between converted DHEA 
and macrophage density (Fig. 4C,D). Both tissue markers of inflammation were negatively linked to the 
amount of generated DHEA in patients with RA but not in OA. Similarly, superfusate concentration of IL-6 
was negatively correlated to produced DHEA in RA but not in OA (RRank= -0.588, n=13, p=0.035, vs. 
RRank= 0.181, n=18, n.s.). Superfusate TNF was not investigated because it is not measurable in half of 
the patients. From these experiments, it seems to be obvious that increased inflammation is linked to 
lower amounts of converted DHEA. Interestingly, there was interrelation between medication such as 
prednisolone, methotrexate, sulfasalazine, leflunomide, chloroquine / hydroxychloroquine, azathioprine, 
cyclosporin A, COX2 inhibitors, or NSAID (unspecific COX1/2 inhibitors) and the amount of converted 
DHEA (data not shown). However, statistical power for this comparison was low due to low numbers of 
patients with respective drugs. 
 
Double immunohistochemistry of the steroid sulfatase. Our above mentioned functional studies 
demonstrated steroid sulfatase activity in synovial cells of RA and OA. Immunohistochemical studies were 
carried out in order to detect the responsible sulfatase in the tissue. It is obvious that in OA and RA 
macrophages and fibroblast were positive for the steroid sulfatase (Fig. 5). Steroid sulfatase was mainly 
found in the sublining area (data not shown). 
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TNF and immunoglobulin G inhibit DHEAS to DHEA conversion in patients with RA. Since the 
inflammatory milieu seems to down-regulate DHEAS to DHEA conversion, TNF may be an excellent can-
didate to cause these effects (19). Indeed, the anti-TNF antibody infliximab enhanced DHEAS to DHEA 
conversion in mixed synovial cells of patients with RA but not in patients with OA (Fig. 6A,B). The use of 
polyclonal IgG as control to the Fab part of infliximab also demonstrated markedly enhanced DHEAS to 
DHEA conversion in mixed synovial cells of patients with RA but not in patients with OA (Fig. 6C,D). It 
seems likely that either Fc gamma receptors instigate this effect or that polyclonal IgG have TNF-neutra-
lizing capacity. Both possibilities were tested in further experiments. 
In order to delineate the role of Fc gamma receptors, we used a Fab - irrelevant protein, the Fc chi-
mera / murine oncostatin M receptor β chain (homology to the human protein < 50%). Experiments with 
the Fc chimera did not reveal any effects in OA and RA patients which obviously rules out a direct effect 
via Fc gamma receptors (Fig. 7A,B). This may indicate that polyclonal IgG have got a TNF-neutralizing 
activity. TNF without addition of infliximab or IgG typically reduced viability of L929 cells (Fig. 7C, white 
bars). At all investigated concentrations of TNF, infliximab was able to completely abolish the TNF effect 
on these TNF - sensitive cells (Fig. 7C, black bars). Interestingly, polyclonal IgG also abolished the TNF 
effect at TNF concentrations of 39 pg/ml (Fig. 7C, cross-hatched bars). At higher concentrations of TNF, 
polyclonal IgG did not neutralize TNF effects (Fig. 7C, cross-hatched bars). This prompted us to investi-
gate the supernatant concentration of incubated mixed synovial cells in RA and OA (3.5 ± 1.9 vs. 7.1 ± 
3.8 pg/ml, n.s., p=0.418). This indicates that TNF concentrations were in the respective range in which 
neutralization of TNF by IgG is possible. 
 
 
DISCUSSION 
 
Adrenal androgens, precursors of testosterone and estrogens in tissue, are dramatically decreased in 
the systemic circulation of patients with rheumatic diseases (25, 27-34). Recent investigations even dem-
onstrated that patients with low serum levels of DHEAS many years prior to the onset of RA were more 
likely to develop RA as compared to subjects with normal levels (35). In addition, androgens, the first 
products of DHEAS conversion in the tissue, have an antiinflammatory role in human rheumatic diseases 
(9-15) but also in animal models of arthritis and systemic lupus erythematosus (16, 17). At this point, we 
may summarize that low serum levels of DHEAS may be disadvantageous in chronic inflammatory dis-
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eases due to a deficiency of this hormone and downstream androgens in inflamed tissue. However, it was 
not known how much of still available DHEAS can be converted to the androgen precursor DHEA in 
synovial cells of affected patients. 
In this study, we demonstrate for the first time that DHEAS to DHEA conversion is decreased in pa-
tients with RA as compared to OA. Under consideration of low levels of serum DHEAS in patients with 
RA, this additional information demonstrates the full picture of local androgen deficiency in this disease. A 
likely factor which may influence this important conversion step is TNF because it has been demonstrated 
in macrophages of normal mice that TNF inhibits activity or expression of the microsomal steroid sulfa-
tase, the key enzyme for DHEA generation in the tissue (19). In this present study, we were fortunate to 
demonstrate that TNF is also a strong inhibitor of DHEAS to DHEA conversion in synovial cells of RA 
patients but absolutely not in OA patients. Use of the Fab control of infliximab, polyclonal IgG, revealed a 
very similar increasing influence on this conversion step only in RA patients. Further experiments re-
vealed that the positive effect of polyclonal IgG is most probably due to TNF neutralization at low TNF 
concentrations. It is not known whether, or not, TNF neutralization by polyclonal IgG is a likely factor for 
the positive effects of this therapy in rheumatic diseases. At least in our preparation the TNF neutraliza-
tion is rather probable due to the low concentration of TNF in synovial cell cultures. 
Interestingly, immunohistochemical double staining revealed that the steroid sulfatase was located in 
macrophages and to a smaller extent also in fibroblasts. This corroborates the idea that macrophages are 
mainly responsible for conversion of DHEAS to DHEA which was studied in murine macrophages (19). 
Double immunohistochemistry further demonstrates that many different cells are capable of converting 
DHEAS to DHEA. Since patients with RA demonstrated somewhat more macrophages per square milli-
meter tissue, one must assume that the activity of this particular enzyme is inhibited. As demonstrated in 
this study in RA and OA synovial cells, particularly TNF will be a strong inhibitor. 
In conclusion, DHEAS to DHEA conversion is reduced in synovial cells of RA patients in comparison 
to OA, and TNF plays a critical inhibitory role. These findings in synovial cells extend our knowledge of 
androgen deficiency in systemic circulation. Both factors, local and systemic, together with the increased 
local activity of the aromatase in RA tissue (36), which converts androgens to estrogens (Fig. 1), leads to 
a severe androgen deficit in inflamed RA tissue. The balance of androgens versus estrogens is severely 
shifted to estrogens which most likely supports continuous inflammation in RA synovial tissue. 
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Table 1 Basic characteristics of patients with osteoarthritis and rheumatoid arthritis who 
underwent knee-joint replacement surgery. Data are given as means ± S.E.M., 
percentages are given in parentheses. 
 
 Osteoarthritis Rheumatoid arthritis 
Number of patients 22 15 
Age (yr) 69.6 ± 1.6 65.3 ± 3.3 
Gender m/f 2 / 20 0 / 15 
Disease duration (yr) n.a. 15.4 ± 2.0 
Erythrocyte sedimentation rate (mm 1st hr) 16.2 ± 2,4* 28.6 ± 7.2 
C-reactive protein (mg/l) 5.5 ± 0.7** 28.6 ± 7.2 
Presence of rheumatoid factor n.a. 14 (87.5) 
   
Medication   
Prednisolone 0 (0) 10 (67.0) 
Methotrexate 0 (0) 3 (20.0) 
Sulfasalazine 0 (0) 1 (7.0) 
Leflunomide 0 (0) 2 (13.3) 
Chloroquine / hydroxychloroquine 0 (0) 2 (13.3) 
Azathioprine 0 (0) 1 (7.0) 
Cyclosporin A 0 (0) 0 (0) 
COX2 inhibitors 2 (9.1) 1 (7.0) 
NSAID (unspecific COX1/2 inhibitors) 13 (59.1) 13 (81.3) 
*p < 0.02, **p<0.005 vs. patients with rheumatoid arthritis; n.a. not applicable. Abbreviations: COX, cyclo-
oxygenase. 
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Table 2 Inflammatory markers in synovial tissue of patients with RA and OA. Data are 
given as means ± S.E.M. 
 
 Osteoarthritis Rheumatoid arthritis 
Lining layer thickness (number of cells) 1.7 ± 0.1** 4.0 ± 0.4 
Overall cellularity (cells / mm²) 1310 ± 133* 2039 ± 237 
CD3+ T cell density (cells / mm²) 27.7 ± 6.4 73.3 ± 27 
CD163+ macrophages (cells / mm²) 73.1 ± 10.1 110.4 ± 29.0 
Vascularity (vessels / mm²) 32.0 ± 4.7 27.4 ± 5.2 
sympathetic nerve fibers (fibers / mm²) 1.9 ± 0.4** 0.5 ± 0.2 
*p < 0.02, **p ≤ 0.005 vs. patients with rheumatoid arthritis. 
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Figure Legends 
 
Figure 1 Schematic diagram demonstrating the biosynthesis of tissue steroid hormones. The ulti-
mate precursor of androgens in synovial tissue is biologically inactive DHEAS which is 
converted to the active DHEA by the steroid sulfatase (ST). DHEA itself can be converted 
to downstream androgens (androstenedione, testosterone) and estrogens (hormones be-
low the AROM = aromatase enzyme). Steroid hormones in a green (red) area indicate 
supposed antiinflammatory (proinflammatory) activity. Cytokines such as IL-1, IL-6, and 
TNF stimulate the aromatase (red arrow). Abbreviations: DHEA, dehydroepiandrosterone; 
DHEAS, DHEA sulfate; Enzymes: 3-β-HSD, 3β-hydroxysteroid dehydrogenase; 17-β-
HSD, 17β-hydroxysteroid dehydrogenase; ST, DHEAS sulfatase. 
 
Figure 2 Example of a thin layer chromatography. On the left side, it is demonstrated how 
[³H]DHEAS is spontaneously converted to [³H]DHEA under conditions without synovial 
cells. In the lower right corner, two samples of synovial cell supernatant of a patient with 
OA are given (two replicates). It is obvious that spontaneous conversion is minimal in 
comparison to conversion in the presence of synovial cells. Results of spontaneous con-
version were subtracted from results of conversion in the presence of cells. In the upper 
right corner, the standard curve is delineated (10-6M, 10-7M, 10-8M). This standard curve 
was blotted on every sheet in order to avoid differences between sheets. 
 
Figure 3 Amount of DHEAS to DHEA conversion in synovial cells of patients with osteoarthritis 
(OA) and rheumatoid arthritis (RA). A) The diagram gives converted [3H]DHEA (*DHEA) 
in percent of applied [3H]DHEAS (*DHEAS) per one million investigated synovial cells. B) 
This graph delineates the ratio of above mentioned *DHEA divided by overall cellularity 
(see also table 2). In all experiments, 0.2 µmol/l *DHEAS was used in 18 patients with OA 
and 13 patients with RA, and assays were carried out in duplicate. 
 
Figure 4 Correlation analysis of inflammatory markers and converted DHEA in patients with os-
teoarthritis (OA) and rheumatoid arthritis (RA). Due to some missing histological evalua-
tions in patients with OA and RA not all patients were included in these diagrams. The 
diagrams give the linear regression line, the Spearman rank correlation coefficient, and 
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the respective p-value according to the number of patients. For these experiments, 0.2 
µmol/l *DHEAS was used. 
 
Figure 5 Double immunohistochemistry of steroid sulfatase in a patient with osteoarthritis and 
rheumatoid arthritis. Synovial cells from a patient with OA and RA stain positive for 
CD163+ macrophages (green fluorescence) and prolyl-4-hydroxylase – positive fibro-
blasts (green fluorescence) as well as steroid sulfatase (red fluorescence). The panels on 
the right side demonstrate the overlay with indicated double staining (white arrows). Mi-
crographs were taken at 400x magnification. 
 
Figure 6 Modulation of DHEAS to DHEA conversion by infliximab and polyclonal IgG in patients 
with osteoarthritis (OA, panels A and C) and rheumatoid arthritis (RA, panels B and D). 
Conversion in at least four different patients was investigated. *p = 0.066, **p = 0.011, 
+p= 0.003, and ++p< 0.001 for the comparison of control (Co) versus indicated concentra-
tions of infliximab (anti-TNF) and polyclonal IgG. In all experiments, 0.2 µmol/l *DHEAS 
was used in at least 3 patients with OA and 3 patients with RA, and assays were carried 
out in duplicate. 
 
Figure 7 Modulation of DHEAS to DHEA conversion by the Fc chimera / oncostatin M receptor β 
chain and results of the L929 TNF bioassay. A,B) In patients with osteoarthritis (OA) and 
rheumatoid arthritis (RA), the Fc chimera does not stimulate DHEAS to DHEA conver-
sion. In all experiments, 0.2 µmol/l *DHEAS was used, and steroid hormone conversion in 
at least three different patients was investigated. C) L929 TNF bioassay in order to detect 
the TNF-neutralizing capacity of infliximab and polyclonal IgG. In the L929 TNF bioassay, 
addition of TNF to L929 cells leads to fast cell death which is indicated by decreased ab-
sorbance in a colorimetric method. The data are given in percent of the control (Co = no 
TNF, no infliximab, no polyclonal IgG). White bars demonstrate controls without addition 
of infliximab or polyclonal IgG. Black (cross-hatched) bars demonstrate the TNF-
neutralizing effects of infliximab (polyclonal IgG) at concentrations of 0.1 (.1) and 1.0 
µg/ml. For each condition, four independent experiments with two replicates were carried 
out. *p = 0.052, **p = 0.010, and +p< 0.005 for the comparison versus the respective con-
trol condition (white bar). 
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In the late 1970s, Kunkel and colleagues made the important
observation that estrogen metabolism is altered in patients
with systemic lupus erythematosus (SLE)1,2. This group
described elevated serum concentrations of 16α-hydroxy-
lated estrogens in patients with SLE. They concluded that
women with SLE had abnormal patterns of estradiol metab-
olism that may lead to increased estrogenic activity1. A
similar phenomenon was recently described for synovial
fluid concentrations of this hormone in patients with
rheumatoid arthritis (RA)3. This suggests that 16α-hydroxy-
lated estrone may play an important role in these diseases.
This estrogen and others are converted from upstream
estrone and 17ß-estradiol (Figure 1).
Interestingly, breast cancer research revealed a mitogenic
tumor growth-stimulating role of 16α-hydroxylated estro-
gens that indicates the potent estrogenic activity of these
hormones4. These hormones bind to the estrogen receptor
and thereby induce nuclear translocation of the hormone-
receptor complex and subsequently growth of breast cancer
cells in vitro5. Other conversion products of estrone and
17ß-estradiol are the 2-hydroxylated estrogens such as 2-
hydroxyestrone and 2-hydroxyestradiol (Figure 1). In
contrast to 16α-hydroxylated estrogens, the 2-hydroxylated
forms inhibit growth-promoting effects of 17ß-estradiol6.
The anticarcinogenic effect of 2-hydroxyestrone has been
extensively reviewed7. Further, the estrogen metabolism
pathway favoring 2-hydroxylation over 16α-hydroxylation
is associated with a reduced risk of invasive breast cancer in
Patients with Rheumatoid Arthritis and Systemic
Lupus Erythematosus Have Increased Renal Excretion
of Mitogenic Estrogens in Relation to Endogenous
Antiestrogens
CLAUDIA WEIDLER, PETER HÄRLE, JOERG SCHEDEL, MARTIN SCHMIDT, JÜRGEN SCHÖLMERICH, 
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ABSTRACT. Objective. In patients with rheumatoid arthritis (RA) and systemic lupus erythematosus (SLE), 17ß-
estradiol was thought to play a dual pro- and antiinflammatory role depending on its concentration
or probably conversion to downstream mitogenic 16α-hydroxyestrone or naturally occurring antie-
strogens such as 2-hydroxyestrone. We compared renal excretion of these 2 types of estrogens in
healthy subjects and patients with RA and SLE.
Methods. In a prospective study with 30 patients with RA, 32 with SLE, and 54 healthy subjects, we
measured urinary levels of 16α-hydroxyestrone and 2-hydroxyestrogens by enzyme immunoassay.
We studied renal excretion to estimate the time-integral of hormone production.
Results. Urinary concentration and total urinary loss of 2-hydroxyestrogens was 10 times higher in
healthy subjects compared to patients with either SLE or RA irrespective of prior prednisolone treat-
ment or sex. The urinary concentration and loss of 16α-hydroxyestrone did not differ between
healthy subjects and patients with RA/SLE. The ratio of urinary 16α-hydroxyestrone/2-hydroxye-
strogens was more than 20 times higher in RA and SLE than healthy subjects irrespective of prior
glucocorticoid treatment or sex.
Conclusion. This study in RA and SLE patients clearly de onstrates a large shift to mitogenic estro-
gens in relation to endogenous antiestrogens. Both steroids are converted from the precursor 17ß-
estradiol and estrone. In patients with RA and SLE, the magnitude of conversion to the mitogenic
16α-hydroxyestrone is greatly upregulated, which likely contributes to maintenance of the prolifer-
ative state in these diseases. (J Rheumatol 2004;31:489–94)
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premenopausal women8. In epithelial cells, 16α-hydroxye-
strone leads to transformation and increased proliferative
activity9.
We can summarize that 16α-hydroxylated estrogens are
biologically active whereas the 2-hydroxylated metabolites
of estrone and 17ß-estradiol are not. Thus, the molar rela-
tionship of 2-hydroxylated versus 16α-hydroxylated estro-
gens may be an important indicator of the presence of
inactive (or even antagonizing) versus active estrogens. In
patients with RA and SLE, we investigated the renal excre-
tion of both metabolites and their molar ratio. Renal excre-
tion yields a time-integral of the endogenous production of
these estrogenic metabolites and is more suitable compared
to single measurements in serum.
MATERIALS AND METHODS
We studied 30 Caucasian patients with diagnosed RA fulfilling the
American College of Rheumatology criteria10. Clinical variables of disease
activity included the number of swollen and tender joints and erythrocyte
sedimentation rate. In order to simultaneously study patients with another
chronic inflammatory disease, we enrolled 32 Caucasian patients with SLE
according to the criteria of the American College of Rheumatology11. In the
latter, clinical activity was assessed by the SLE Disease Activity Index
(SLEDAI). Basic characteristics of both disease groups, including therapy,
are shown in Table 1. It can be seen that patients in both disease groups
presented mild to moderate disease activity. All women with periodic
menstrual bleeding were in the follicular phase of the menstrual cycle.
For comparison, 54 healthy Caucasian controls were recruited (mean
age 40.8 ± 1.5 yrs), and health status was verified by means of a 33-item
questionnaire12. The questionnaire addressed known diseases in the past
and at present, current symptoms of disease, current medication, alcohol
intake, smoking habits, family history, and surgical history. The question-
naire was adapted to the SENIEUR protocol13. Our rules established strict
admission criteria for immunogerontological studies based on clinical
information. Fertile women (controls and patients) were not taking contra-
ceptives and they were in the early to mid-follicular phase of the menstrual
cycle.
Due to the different ages and sexes in the disease groups, subgroup
analyses were carried out in order to correctly compare the different groups
with controls. Subgroups were matched according to age and sex (Table 1).
Patients and controls were instructed to collect urine for 24 h in special
urine containers during the day before the visit. On the day of the visit,
between 8:00 and 10:00 AM, urine samples for further determination of
steroid hormones were taken and stored at –30°C in adequate aliquots. All
patients and controls gave written consent for further investigation of
samples. Due to the difficulties in recruiting large numbers of patients and
controls (taking no contraceptives and in the correct phase of the menstrual
cycle), collection of the material lasted 2 years. 
Laboratory measures. We used the Estramet 2/16 commercial enzyme
immunoassay kit (IBL, Hamburg, Germany). This assay detects either 16α-
hydroxyestrone (cross-reactivity of the subject antibody for other related
estrogens and androgens at least < 3%) or the 2-hydroxylated forms of
estrone (cross-reactivity of the antibody 100%), estradiol (100%), and
estriol (74%). Since urinary forms of these hormones appear as
glucuronides or sulfates, the estrogens were deconjugated by use of a
mixture of ß-glucuronidase and arylsulfatase (Gusulase; IBL). The assay
and antibodies are described by Klug, et al14. The sensitivity of the assay is
about 0.2 nmol/l urinary 16α-hydroxyestrone and roughly 0.5 nmol/l of 2-
hydroxyestrogens. For both assays, intraassay and interassay coefficients of
variation were below 10%. Both assays have been shown to demonstrate
100% recovery of metabolites. Urinary levels of these 2 hormones are good
indicators of their production. Since serum concentrations cannot be
measured by this test kit, we were unable to determine serum levels of these
2 hormones.
Patients and controls were also part of another related study that inves-
tigated excretion of adrenal hormones (unpublished data). That study
revealed that creatinine clearances of controls and patients in the different
disease groups were very similar. Thus, we do not give these data here.
Statistical analysis. To compare medians in 2 different groups the Mann-
Whitney signed-rank test was used (SPSS/PC for Windows, V. 10.0.5,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Investigation of interrelation between 2
variables was by Spearman rank correlation analysis. P values less than
0.05 were considered significant and means are given ± SEM.
RESULTS
Urinary hormone concentration of 2- and 16α-hydroxylated
estrogens. In comparison to controls, patients with RA and
SLE irrespective of prior prednisolone treatment had signif-
icantly lower urinary hormone concentrations of 2-hydrox-
yestrogens (Figures 2A, 2B). The levels in controls were 10
to 20 times higher compared to patients with RA and SLE.
In contrast, we found no marked difference in urinary levels
The Journal of Rheumatology 2004; 31:3490
Figure 1. The biosynthesis of steroid hormones. Precursor hormones such
as DHEAS and DHEA can be converted to downstream androgens
(androstenedione, testosterone) and estrogens [hormones below the
aromatase enzyme (AROM)]. Steroid hormones shown in green (red) indi-
cate supposed antiinflammatory (proinflammatory) activity. DHEA: dehy-
droepiandrosterone; DHEAS: DHEA sulfate. Enzymes: 3-ß-HSD:
3ß-hydroxysteroid dehydrogenase; 5-α-R: 5α-reductase; 17-ß-HSD: 17ß-
hydroxysteroid dehydrogenase; DST: DHEA sulfatase; ST: sulfotrans-
ferase.
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of 16α-hydroxylated estrone between controls and patients
of both disease groups (Figures 2C, 2D). Comparison of
women and men with RA/SLE with their respective controls
revealed very similar results (data not shown). Comparison
of male versus female controls and also patients did not
reveal a significant difference for urinary hormone concen-
trations of the 2 metabolites (data not shown).
Total urinary loss of 2- and 16α-hydroxylated estrogens. A
very similar picture to that for urinary concentrations was
found for total urinary loss of these hormones in nmol per
hour (Figure 3). Urine volume and collection time were
included into the calculation of this measure, as: total loss =
(concentration × volume)/collection time. Again, patients in
both disease groups irrespective of prior prednisolone treat-
ment compared to controls showed a decreased loss of 2-
hydroxylated estrogens (Figures 3A, 3B). In patients with
RA, the molar amount of excreted 16α-hydroxyestrone was
very similar to controls (Figure 3C). In SLE patients without
prior prednisolone treatment, loss of 16α-hydroxyestrone
was significantly increased in relation to controls (Figure
3D). This did not reach significance level in all SLE patients
including those with prednisolone pretreatment due to the
high variation (Figure 3D). Comparison of women and men
with RA/SLE to their respective controls revealed very
similar results (data not shown). Comparison of male with
female controls and also patients revealed no significant
difference for both urinary hormone concentrations (data
not shown).
Relation of 16α-hydroxylated and 2-hydroxylated estrogens.
To estimate the relative increase of 16α-hydroxyestrone in
relation to 2-hydroxylated estrogens a molar ratio of these 2
hormones was calculated using the numerical value of the
urinary concentrations (an identical ratio is calculated when
the total urinary loss in nmol/h is used; i.e., a unitless ratio).
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Table 1. Basic characteristics of patients with RA or SLE in the subgroup analyses. Data are given as means ±
SEM and percentages in parentheses.
RA SLE Controls
Number 30 23
Age, yrs 56.1 ± 2.4 51.5 ± 0.8
Sex (f/m), n 22/8 (73/27) 12/11 (52/48)
Premenopausal women, n 3/22 1/12
Disease duration, yrs 10.8 ± 1.9 NA
No. of swollen joints 4.1 ± 1.5 NA
No. of painful joints 6.6 ± 1.6 NA
ESR, mm/h 27.7 ± 3.9 NM
Medication
Prednisolone 20 (67) NA
Prednisolone, mg/day 6.5 ± 1.8 NA
Methotrexate 9 (41) NA
NSAID 11 (38) NA
Leflunomide 8 (27) NA
Anti-TNF strategy 6 (21) NA
Sulfasalazine 2 (7) NA
Cyclophosphamide 0 (0) NA
Azathioprine 0 (0) NA
Number 32 42
Age, yrs 38.1 ± 2.1 37.1 ± 1.5
Sex (f/m), n 24/8 (75/25) 25/17 (60/40)
Premenopausal women 22/24 18/25
Disease duration, yrs 8.0 ± 1.5 NA
SLEDAI (points) 10.1 ± 1.5 NA
ESR, mm/h 25.0 ± 3.3 NM
Medication
Prednisolone 22 (69) NA
Prednisolone, mg/day 9.4 ± 3.4 NA
Methotrexate 2 (6) NA
NSAID 13 (41) NA
Leflunomide 0 (0) NA
Anti-TNF strategy NA NA
Sulfasalazine 0 (0) NA
Cyclophosphamide 2 (6) NA
Azathioprine 12 (38) NA
Anti-TNF strategies are either infliximab or etanercept. ESR: erythrocyte sedimentation rate; NA: not applicable;
NM: not measured; NSAID: nonsteroidal antiinflammatory drugs; SLEDAI: SLE Disease Activity Index.
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This ratio was elevated more than 20 times in both patient
groups without prior prednisolone treatment, and it was
even further enhanced in all patients of the 2 disease groups
(Figure 4). Thus, the molar amount of excreted 16α-hydrox-
yestrone is markedly elevated in relation to 2-hydroxylated
estrogens. Comparison of women and men with RA/SLE
with their respective controls yielded the same results (data
not shown). Similar to the urinary hormone concentrations
and total renal excretion, this phenomenon was not sex-
dependent. 
Disease activity and excreted 2- and 16α-hydroxylated
estrogens. In patients with RA, irrespective of prior pred-
nisolone treatment, excretion of both estrogen metabolites
was not related to the number of tender or swollen joints (p
≥ 0.10). In all patients with SLE, the total molar amount of
2-hydroxylated estrogens per hour was negatively correlated
with the SLEDAI (RRank = –0.389 , p = 0.045), but no inter-
relation was observed for 16α-hydroxyestrone (p > 0.10). In
the smaller number of SLE patients without prior pred-
nisolone treatment, this did not achieve significance (p >
0.10).
DISCUSSION
This study clearly demonstrates increased renal excretion of
16α-hydroxyestrone in relation to 2-hydroxylated estrogens,
which may be unfavorable. Considering recent studies8,15, it
is thought that urinary excretion of these hormones reflects
production in the tissue because no respective hydroxylase
activity is expected in the urine. We recently reported that
patients with RA present significantly elevated concentra-
tions of synovial 16α-hydroxyestrone and 4-hydroxyestra-
diol compared to controls3. The synovial fluid levels of
2-hydroxyestrone were not significantly different between
the 2 groups. Thus, local conversion of estrone and 17ß-
estradiol are most likely the source of 16α-hydroxyestrone
and 2-hydroxylated estrogens. The conversion may be
particularly upregulated in inflamed tissue3.
Studies in breast cancer research determined that 16α-
hydroxyestrone is a mitogenic and proliferative endogenous
hormone that binds covalently to the estrogen receptor,
leading to nuclear translocation4,5,9. Because of this covalent
linkage to the receptor, 16α-hydroxyestrone shows persis-
tent biological responses16. In proliferation assays, 16α-
The Journal of Rheumatology 2004; 31:3492
Figure 2. Urinary concentrations of 2-hydroxylated estrogens (A, B) and
16α-hydroxyestrone (C, D) in patients with RA and SLE. Co: healthy
controls; –Pred: no prior prednisolone therapy. ##p < 0.001 for comparison
of the respective median with control. Data are given as mean nmol/l ±
SEM.
Figure 3. Total urinary loss of 2-hydroxylated estrogens (A, B) and 16α-
hydroxyestrone (C, D) in patients with RA and SLE. Co: healthy controls;
–Pred: no prior prednisolone therapy. *p < 0.05, ##p < 0.001 for compar-
ison of the respective median with control. Data are given as mean nmol/h
± SEM.
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hydroxyestrone had an activity comparable to that observed
for the carcinogen DMBA9. Measurement of anchorage-
independent colony formation of mammary epithelial cells
grown in soft agar showed that 16α-hydroxyestrone was far
more potent than 17ß-estradiol9. Thus, 16α-hydroxyestrone
may induce a hyperestrogenic state. This is particularly true
if the naturally occurring antiestrogens, the 2-hydroxylated
estrogens, are diminished. This is obviously the case in both
patient groups in our study, which led to more than 20 times
increased molar amounts of 16α-hydroxyestrone in relation
to 2-hydroxylated estrogens. In contrast to 16α-hydroxy-
lated estrogens, the 2-hydroxylated forms inhibit growth-
promoting effects of 17ß-estradiol6. In this respect,
2-hydroxyestrone has anticarcinogenic properties and, thus
it is most likely a naturally-occurring antiestrogen7. The
relative loss of 2-hydroxylated estrogens in relation to 16α-
hydroxyestrone may thus be an important switch to support
the chronic proliferative state in these diseases. This is
corroborated by the observation that disease activity in
patients with SLE was negatively correlated to urinary
concentrations of 2-hydroxylated estrogens. One may spec-
ulate that the role of 17ß-estradiol, which was thought to
play a dual pro- and antiinflammatory role in chronic
inflammatory diseases depending on its local concentra-
tion17,18, largely depends on conversion downstream to pro-
or antiinflammatory metabolites such as 16α-hydroxye-
strone or naturally-occurring antagonists (2-hydroxylated
forms of estrogens). Further, conversion to metabolites
downstream may also determine the pro- and antiinflamma-
tory role of estrogens during hormone replacement therapy.
Since the excretion of 2-hydroxylated estrogens was very
low in the 2 disease groups, we may expect an important
shunt pathway for estrogens, and elucidation of this would
be important to understand the entire phenomenon.
It is intriguing that sex and the ovulatory state did not
influence our findings. This clearly indicates that the
gonadal production of these hormones is not responsible for
the observed results. Thus, it seems that most of the
measured metabolites are converted in the periphery, which
is largely independent of sex. It is most probable that this
mainly depends on the inflammatory state in the tissue3.
Moreover, the hormone shift appears in both disease groups,
which indicates that the phenomenon is not disease-specific.
Similarly disease-nonspecific is the well known loss of
adrenal androgens and the inadequately low serum levels of
cortisol in relation to inflammation. It seems that these
disease related changes are not evolutionarily conserved for
a specific inflammatory disease. Most probably these
inflammation-dependent reactions were evolutionarily
conserved for other processes, which are used in a large
number of inflammatory reactions. Discovery of the general
rule behind these phenomena must be of great future
interest.
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Low density of sympathetic nerve fibres and increased
density of brain derived neurotrophic factor positive cells in
RA synovium
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Objective: To investigate the correlation between density of nerve fibres and the presence of BDNF+ cells.
Methods: Densities of nerve fibres and BDNF+ cells were detected by quantitative immunohistochemistry in
fresh synovial tissue from 52 patients with RA, 59 with OA, and 26 controls (Co). BDNF was also detected
by in situ hybridisation.
Results: Sympathetic nerve fibre density was similar in Co and OA but markedly reduced in RA
(p = 0.002), whereas density of substance P positive (SP+) sensory nerve fibres was lower in OA than in Co
and RA (p =0.002). The ratio of sympathetic/SP+ sensory nerve fibre density was highest in OA and Co,
followed by RA. The correlation between density of sympathetic nerve fibres and SP+ sensory nerve fibres
in OA (R=0.425, p = 0.001) was strongly positive, had a positive trend in Co (R=0.243, NS), but was
negative in RA (R=20.292, p = 0.040). In RA and OA tissue the density of BDNF+ cells was high in
sublining areas but markedly lower in Co (p = 0.001). BDNF+ cell density correlated positively with the
ratio of sympathetic/SP+ sensory nerve fibre density in Co (R=0.433, p = 0.045) and in OA (R=0.613,
p = 0.015), but not in RA (R=0.101, NS). Immunohistochemical double staining demonstrated that some
macrophages and fibroblasts were positive for BDNF.
Conclusions: The correlation of density of SP+ sensory with sympathetic nerve fibres was positive in Co and
OA but negative in RA. BDNF may have a stimulatory role on growth of sympathetic in relation to SP+
sensory nerve fibres in Co and OA, but not in RA.
P
eripheral sympathetic neurotransmitters and their co-
factors such as norepinephrine, neuropeptide Y (NPY),
and adenosine inhibit important inflammatory functions
such as, for example, production of tumour necrosis factor by
monocytes/macrophages,1–4 production of oxygen radicals by
neutrophils,5–7 and activity of natural killer cells.8–11 High con-
centrations of these neurotransmitters (1027 to 1025 mol/l
via b-adrenoceptors, Y1 NPY receptors, or A2 adenosine
receptors) down regulate many aspects of the innate immune
system and, thus the presence of sympathetic nerve fibres
should be favourable in the inflamed synovium of patients
with rheumatoid arthritis (RA) (reviewed by Straub and
Cutolo12). However, the density of sympathetic nerve fibres is
dramatically reduced in inflamed RA synovium,13 14 whereas
the density of proinflammatory substance P positive (SP+)
sensory nerve fibres is increased in the synovium of patients
with RA as compared with osteoarthritis (OA).15
The reasons for the imbalance of the density of sympa-
thetic in relation to SP+ sensory nerve fibres is not yet known,
but the ratio of neurotrophic factors to nerve repellent factors
may have an important role.16 17 We have recently shown that
the sympathetic nerve repellent factor semaphorin 3C is
markedly up regulated in RA synovium as compared with OA
or control tissue; this was not observed for nerve repellent
factors of sensory nerve fibres.18 This might lead to a decrease
of sympathetic nerve fibres in RA as compared with OA and
controls. However, there is no good explanation why the
density of sympathetic nerve fibres is higher in OA than in
RA or controls. It is unlikely that the repellent factors of the
semaphorin group play a part because repellent factors of
sensory neurons were not detected in the tissue of all
subgroups. On the other hand, changes of expression of
neurotrophic factors may be responsible for the observed
imbalance of sympathetic and SP+ sensory nerve fibres.
Since the discovery of the original nerve growth factor
(NGF) in the 1960s by Levi-Montalcini, other peripherally
acting neurotrophins, such as brain derived neurotrophic factor
(BDNF), neurotrophin-3, neurotrophin-4, neurotrophin-5, and
ciliary neurotrophic factor, have been described. In addition
to their canonical role in promoting neuronal survival and
growth, these molecules appear to regulate multiple aspects
of the development of the nervous system in vertebrates,
including neuronal differentiation, axon elongation, and
target innervation.19 The growth promoting effects of the
above mentioned neurotrophins on sensory or sympathetic
neurons are unspecific because their receptors appear on both
types of nerve fibres (see for example, Barbacid20 and
Chalazonitis21). Interestingly, NGF supports the inflamma-
tory process and it is up regulated during inflammatory
episodes in the skin,22 in rheumatoid synovium,23 and in the
bronchial system.24 On the basis of its unspecific effects on
both types of peripheral nerve fibres, NGF should induce
nerve fibre sprouting of sympathetic and sensory nerve fibres.
Because only SP+ sensory nerve fibres are increased in the
inflamed synovium of patients with RA other mechanisms
must be responsible for the observed imbalance.
In contrast with NGF, the role of BDNF in inflammation is
not precisely known. BDNF is up regulated in rat dorsal root
ganglia after acute peripheral inflammation.25 Activated cells
of the immune system express BDNF upon stimulation,26 27
Abbreviations: APAAP, alkaline phosphatase–anti-alkaline
phosphatase; BDNF, brain derived neurotrophic factor; NGF, nerve
growth factor; NPY, neuropeptide Y; OA, osteoarthritis; RA, rheumatoid
arthritis; SP, substance P; TH, tyrosine hydroxylase*C Weidler and C Holzer contributed equally to this study.
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and BDNF has been found in inflammatory lesions in the
brain and in the pancreas during pancreatitis.26 28 However,
its expression has never been investigated in arthritic animals
or in patients with RA or OA.
This study aimed at investigating the presence of BDNF+
cells in synovial tissue of patients with RA, OA, and traumatic
controls. Furthermore, we wanted to investigate a possible
relationship between the density of BDNF+ cells and the
density of sympathetic/SP+ sensory nerve fibres.
PATIENTS AND METHODS
Patients and controls
Fifty two patients with RA and 59 patients with OA who
underwent knee joint replacement surgery and 26 control
subjects with acute trauma who underwent arthroscopic
knee surgery were included without further selection. In the
original pool of 30 control subjects, four patients had chronic
traumatic joint affections. These latter control subjects had
clear signs of inflammation so that they were removed from
the analysis. The 26 remaining control subjects had acute
disease and no visible signs of inflammation. Diagnosis of RA
was based on the established American College of
Rheumatology criteria.29 All patients were informed about
the purpose of the study and gave written consent. The study
was approved by the ethical committee of the University of
Regensburg.
Table 1 shows details of the clinical and laboratory data for
the entire group and for the subgroup included in the BDNF
immunohistochemical study. Respective control subjects (11
women, 15 men) had a mean (SEM) age of 32.2 (2.4) (range
16–60) years. Patients for the subgroup analysis included in
the BDNF immunohistochemistry study are shown in braces
in table 1. Respective control subjects (2 women, 5 men) had
a mean (SEM) age of 41.1 (4.9) (16–60) years. Variables such
as erythrocyte sedimentation rate, C reactive protein, and
blood leucocyte count were measured by standard techni-
ques. Although our control subjects were markedly younger,
we decided to include them in order to present a completely
different group without any longstanding inflammation.
Furthermore, preliminary correlation analyses indicated that
nerve fibre density was not related to age (see also
‘‘Results’’). This group comprised patients with acute knee
joint problems such as tibial plateau fracture, anterior
cruciate ligament rupture, and loose bodies in the knee joint.
Synovial tissue preparation and
immunohistochemistry
Synovial tissue samples were obtained immediately after
opening the knee joint capsule or during arthroscopic surgery
(in controls). The tissue for histology was prepared as
described previously.14 Synovial tissue pieces of at least
363 mm2 were used for histology. Samples intended for
Table 1 Basic characteristics of all patients with RA and OA
Characteristic
RA OA
Entire group Subgroup` Entire group Subgroup`
Number 52 {15} 59 {17}
Age (years), mean (SEM) [range] 65.2 (1.3) [39–84] {66.2 (3.4) [39–84]} 68.9 (1.2) [41–88] {67.9 (3.1) [49–88]}
Sex (F/M) 41/11 {14/1} 43/16 {15/2}
ESR (mm/1st h), mean (SEM) 32.0 (3.7)** {35.6 (8.0)} 15.2 (1.4) {17.3 (3.2)}
CRP (mg/l), mean (SEM) 27.6 (4.4)** {27.3 (8.9)*} 5.8 (0.6) {5.1 (0.8)}
Drugs (No (%) of patients)
Prednisolone 43 (83) {12 (80)} 1 (2) {0 (0)}
NSAID 41 (79) {13 (87)} 28 (47) {8 (53)}
Methotrexate 11 (21) {3 (20)} 0 (0) {0 (0)}
Leflunomide 4 (8) {4 (27)} 0 (0) {0 (0)}
Ciclosporin A 1 (2) {1 (7)} 0 (0) {0 (0)}
Azathioprine 3 (6) {1 (7)} 0 (0) {0 (0)}
Sulfasalazine 5 (10) {3 (20)} 1 (2) {0 (0)}
Hydroxychloroquine 4 (8) {3 (20)} 0 (0) {0 (0)}
*p,0.05, **p,0.01, p =0.07 for comparison of the two disease groups.
`Data in braces are the subgroup characteristics for the immunohistochemistry study on BDNF.
Figure 1 Representative immunohistochemistry of substance P (SP) positive sensory nerve fibres and sympathetic tyrosine hydroxylase (TH) positive
nerve fibres. Note the typical juxtaposition of TH positive fibres and the structure of an artery (arrow heads). Micrographs were taken at6400
magnification.
14 Weidler, Holzer, Harbuz, et al
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alkaline phosphatase–anti-alkaline phosphatase (APAAP)
staining were immediately placed in protective freezing
medium (Tissue Tek, Sakura Finetek, Zoeterwoude, The
Netherlands) and then quick frozen by floating on liquid
nitrogen. Tissue samples for the detection of nerve fibres
were fixed for 12–24 hours in phosphate buffered saline
containing 3.7% formaldehyde, and then incubated in
phosphate buffered saline with 20% sucrose for 12–24 hours.
Thereafter, tissue was embedded in Tissue Tek and quick
frozen. All tissue samples were stored at 280 C˚.
Histological evaluation was carried out as described
previously.14 Briefly, the frozen tissue samples were cut into
5–8 mm thick sections. To determine the number of BDNF+
cells (catalogue No MAB248; R&D Systems, Wiesbaden,
Germany) in the synovial tissue of each patient, eight
cryosections were investigated using APAAP staining and
the number of identified structures was averaged from 17
randomly selected high power fields of view (6400) and
expressed per square millimetre. Because we did not have
authentic BDNF, we controlled the positive BDNF staining by
incubating the tissue with mouse isotype IgG control
antibodies which always yielded a negative result. The
determination of synovial innervation has been described
previously.14 Briefly, six to eight cryosections (5–9 mm thick)
of the formaldehyde/sucrose fixed tissue samples were used
for immunohistochemistry with a primary antibody against
tyrosine hydroxylase (TH+, the key enzyme for norepinephr-
ine production in sympathetic nerve endings, catalogue No
MAB318; Chemicon, Temecula, CA, USA) and against SP+
(the key neurotransmitter of SP+ sensory nerve fibres,
catalogue No AB1566; Chemicon). An Alexa 546 conjugated
secondary antibody (catalogue No A-11030 against mouse
IgG, catalogue No A-121010 against rabbit IgG; Molecular
Probes, Leiden, The Netherlands) was used to achieve
immunofluorescent staining of sympathetic and SP+ sensory
nerve fibres (fig 1). The numbers of TH+ sympathetic and SP+
sensory nerve fibres per square millimetre were determined
by averaging the number of stained nerve fibres (minimum
length 50 mm, determined through a micrometre eyepiece) in
17 randomly selected high power fields of view (6400). We
controlled the positive nerve fibre staining by incubating the
tissue with polyclonal control antibodies which always
yielded a negative result.
Immunofluorescence double staining of BDNF+ cells
and macrophages/fibroblasts
Double staining of BDNF+ cells and macrophages/fibroblasts
was carried out as follows: acetone fixed cryosections were
incubated overnight with a polyclonal rabbit antihuman
BDNF antibody (catalogue No AB6201-500; Abcam Ltd,
Cambridge, UK). Thereafter, fibroblasts and macrophages
were stained by mouse monoclonal antibodies against prolyl-
4-hydroxylase or CD163 (catalogue No M0877 or M0794;
Dako, Glostrup, Denmark). Immunofluorescence staining
was achieved with F(ab)2 fragments of goat antirabbit or
antimouse IgG (Alexa Fluor 555 or 488, catalogue No. A-
21430 or A-11017; Molecular Probes, Leiden, The
Netherlands). Nuclei were stained with DAPI (Vectashield
mounting medium, catalogue No H-1200; Vector Labora-
tories, Burlingame, USA).
BDNF in situ hybridisation of synovial tissue
Synovial tissue was stored at 280 C˚ before sectioning
(20 mm) on a cryostat. Sections (4–6 per tissue) were
Figure 2 Density of sympathetic and SP+ sensory nerve fibres in control subjects (Co), patients with OA, and RA. (A) Density of SP+ sensory nerve
fibres; (B) density of sympathetic TH+ nerve fibres; and (C) ratio of density of sympathetic/SP+ sensory nerve fibres. Values of p for comparison of group
medians are given below the panels. The box plots demonstrate the 10th and 90th centile, the 25th and 75th centile, and the median.
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mounted onto gelatin coated microscope slides that were
stored at 280 C˚ until required. In situ hybridisation
histochemistry was carried out as described previously.30
Briefly, the sections were taken through a series of
dehydrating alcohol washes, air dried, and a [35S]dATP
39 end labelled oligonucleotide BDNF probe added in
hybridisation buffer. The probe sequence was 59-CCA-GTG-
CCT-CTT-GTC-TAT-GCC-CCT-GCA-GCC-CTC-CTT-TGT-GTA-
CCC-CAT-39, representing nucleotides 746–795.31 The
sections were incubated overnight at 37 C˚ before washing
to remove unbound and non-specifically bound probe. The
sections were dried and exposed to autoradiography film.
Further sections were dipped in photographic emulsion to
visualise cellular distribution of the probe bound. Counter
staining was carried out with haematoxylin and eosin.
Presentation of data and statistical analysis
Data are presented as mean (SEM). Groups were compared
by the non-parametric Mann-Whitney test, correlations were
calculated by Pearson’s correlation analysis (SPSS/PC, ver-
sion 11.5, SPSS Inc, Chicago, USA). Frequencies in two
different groups were compared by x2 test using Yates’s
continuity correction or Fisher’s exact test if possible. p,0.05
was the level of significance.
We used the ratio ‘‘density of sympathetic TH+ nerve fibres/
density of SP+ sensory nerve fibres’’ in order to demonstrate
the relation between both types of nerve fibre (values are
without units).15 To investigate the interrelation between the
density of BDNF+ cells and the density of sympathetic TH+
or SP+ sensory nerve fibres, we used correlation analysis
(x value: density of BDNF+ cells; y value: above mentioned
nerve fibre ratio) and a ternary plot (x value: density of
BDNF+ cells; y value: density of sympathetic TH+ nerve fibres;
z value: density of SP+ sensory nerve fibres). A ternary plot is
an analytical and plotting application that normalises and
plots three values on a triangular diagram and three bivariate
cross plots. In the plot, means and standard deviations are
calculated in the normalised space (see http://home.c2i.
net/astandne/help_htm/english/terplot1.htm; accessed 27
September 2004). The ternary diagram was created using
the standard ternary plot software of SigmaPlot 2002 (SPSS
Inc, Chicago, USA).
RESULTS
Sympathetic and SP+ sensory innervation of synovial
tissue
Figure 1 shows representative immunohistochemical stain-
ings of SP+ sensory nerve fibres and sympathetic TH+ nerve
fibres. Note the typical pattern of TH+ staining which follows
larger arteries (fig 1). A significant reduction of SP+ sensory
nerve fibres was found in patients with OA compared with
patients with RA or control subjects with non-inflammatory
conditions (fig 2A). This indicates a reduction of SP+ sensory
innervation in patients with OA. For sympathetic synovial
innervation, there was a clear reduction of sympathetic TH+
nerve fibres in patients with RA as compared with patients
with OA and controls (fig 2B). No difference was seen
between patients with OA and control subjects (fig 2B). The
ratio of the density of sympathetic TH+ nerve fibres/SP+
sensory nerve fibres was markedly lower in patients with RA
than in patients with OA and controls (fig 2C). Interestingly,
patients with OA had a significantly higher ratio than
controls (fig 2C), which indicates that patients with OA
had the highest density of sympathetic in relation to SP+
sensory nerve fibres when compared with the other two
groups.
Correlation analysis showed a trend for a positive inter-
relation between sympathetic TH+ nerve fibres and SP+
sensory nerve fibres in control subjects (fig 3A) and in
patients with OA (fig 3B). In patients with RA, this
interrelation was negative, which indicates inverse coupling
of sympathetic and SP+ sensory nervous inputs to RA
synovium (fig 3C).
Figure 3 Interrelation between density of sympathetic TH+ nerve fibres and density of SP+ sensory nerve fibres in (A) control subjects (Co); (B) patients
with OA; and (C) patients with RA. The linear regression line and its Pearson correlation coefficient are given.
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In a receiver operator curve analysis including all investi-
gated subjects, both the density of sympathetic nerve fibres
and the ratio of the density of sympathetic nerve fibres
divided by the density of SP+ nerve fibres turned out to be
excellent variables to separate patients with RA from either
patients with OA or control subjects. In this analysis, it was
found that a cut off value of 0.94 for the density of
sympathetic nerve fibres yielded the highest sensitivity of
92.0%, a specificity of 87.8%, and an accuracy of 89.4%. When
the nerve fibre ratio was used as the variable, it was found
that a cut off value of 0.50 yielded the highest sensitivity of
84.0%, a specificity of 85.4%, and an accuracy of 84.8%.
Because the control patients were markedly different in
age, we investigated whether an interrelation existed
between age and nerve fibre density in the various patient
subgroups: no such correlation was found for control subjects
(age v TH+: R=0.192, p=0.348; age v SP+: R=20.056,
p=0.785), patients with OA (age v TH+: R=0.243, p=0.069;
age v SP+: R=0.127, p=0.342), and patients with RA (age v
TH+: R=20.090, p=0.525; age v SP+: R=0.158, p=0.273).
In another analysis we compared women and men in order
to investigate a possible difference in nerve fibre density. We
detected no difference for density of sympathetic TH+ nerve
fibres and SP+ sensory nerve fibres between women and men
in the different patient groups (p values at least .0.20, data
not shown).
BDNF+ cells in synovial tissue
Neurotrophic factors such as BDNF may potentially influence
the growth of sympathetic and SP+ sensory nerve fibres in a
very differential way (supporting the growth of one,
inhibiting the other). To link the expression of BDNF to
Figure 4 Immunohistochemistry of BDNF in synovial tissue. (A) Synovial tissue from a control subject without an inflammatory condition (Co), a patient
with OA, and a patient with RA stains positive for BDNF. APAAP staining was used. (B) BDNF in situ hybridisation of synovial tissue from a patient with
OA and RA. (C) Immunofluorescence double staining of BDNF+ cells (green fluorescence) versus fibroblasts (left panel: red fluorescence, prolyl-4-
hydroxylase) or macrophages (right panel: red fluorescence, CD163). Nuclei were stained with DAPI. In all panels, respective control stainings were
always negative. All micrographs were taken at6400 magnification.
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sympathetic and SP+ sensory nerve fibres, BDNF was
detected immunohistochemically: BDNF+ cells were found
in all three patient groups (fig 4A). In all three patient
groups, BDNF cells were located in the lining area (fig 4A).
However, only in patients with RA and OA were the cells in
the synovial sublining area stained positive for BDNF (fig 4A).
A representative in situ hybridisation of OA and RA synovial
sublining tissue demonstrated marked expression of BDNF
mRNA (fig 4B). Immunohistochemical double staining
confirmed that BDNF+ cells most often stained positive also
for markers of fibroblasts (prolyl-4-hydroxylase) and macro-
phages (CD163), respectively (fig 4C). Furthermore, there
was a highly significant increase in the density of BDNF+ cells
in patients with RA and OA in comparison with control
subjects (fig 5). This indicates that BDNF is particularly
expressed under more inflammatory conditions. In the
different groups, age and sex were not related to the density
of BDNF+ cells (data not shown).
Interrelation between BDNF+ cells and sympathetic
TH+ or SP+ sensory nerve fibres
A correlation analysis for the density of BDNF+ cells and the
nerve fibre ratio demonstrated a positive interrelation in
control subjects and patients with OA (figs 6A and B), but no
such relationship existed in patients with RA (fig 6C). In
controls and patients with OA this indicates that increased
density of BDNF+ cells is linked to a higher ratio of
sympathetic nerve fibres to SP+ sensory nerve fibres.
In the ternary plot, control subjects clearly differed from
patients with RA and OA. This is demonstrated by the lower
density of BDNF+ cells and higher density of sympathetic TH+
nerve fibres (fig 6D, open circles). Patients with RA and some
patients with OA had a high density of BDNF+ cells and very
low density of sympathetic TH+ nerve fibres (fig 6D, red
circles and black triangles in lower left corner). A subgroup of
patients with OA exists who had an intermediate pattern
(fig 6D, black triangles, between lower left corner and control
subjects).
DISCUSSION
This is the first study which has demonstrated similar
synovial density of sympathetic nerve fibres in a control
group without inflammation in comparison with patients
with OA. This analysis was important in order to give an
unbiased absolute measure of the density of sympathetic
nerve fibres in non-inflamed synovial tissue. In addition, we
confirmed the striking loss of sympathetic nerve fibres in
patients with RA14 15 as compared with patients with OA and
control subjects.
In animal studies, reduction of nerve fibre density was
dependent on the stage of the disease.32 However, we were
unable to link reduction of sympathetic nerve fibres to
markers of inflammation or disease duration. Our patients
had long term disease, and it seems that in this stage of the
disease sympathetic nerve fibres are almost absent. In control
subjects and patients with OA, the densities of sympathetic
and SP+ sensory nerve fibres were positively correlated,
whereas in patients with RA this correlation was negative.
Because high levels of sympathetic neurotransmitters
inhibit many immunological functions, particularly, those
of the innate immune system,1–11 a normal density of
sympathetic nerve fibres of about 2.6 nerve fibres/mm2 may
be necessary for a balanced immune reaction (= the value of
the control subjects). This is particularly important because
the density of proinflammatory SP+ sensory nerve fibres
remains unaltered.14 15 It is important to mention that low
concentrations of norepinephrine (,1027 mol/l, via a-adreno-
ceptors) and adenosine (,1027 mol/l, via A1 adenosine
receptors) can exert a completely opposite, now pro-
inflammatory influence on the immune system (sum-
marised by Straub and Cutolo12). The equilibrium, as
estimated by the ratio of the density of sympathetic to the
density of SP+ sensory nerve fibres in control subjects and
patients with OA, is typically above 0.50–1.00. We may
speculate that under normal conditions this equilibrium is
maintained in order to establish a balanced tissue supply.
This balance is largely shifted to proinflammatory SP+
sensory nerve fibres in patients with RA. At this point the
question arises why, in this inflammatory process, the
density of sympathetic nerve fibres decreases and the density
of SP+ sensory nerve fibres remains constant.
The presence of nerve fibres in peripheral tissue is
controlled by nerve growth factors and nerve repellent
factors. It has been repeatedly demonstrated that NGF is
present in inflamed synovial tissue and fluid in RA,23 in
circulating blood,33 and in the synovial fluid of patients with
spondyloarthropathies.34 NGF is produced by different
leucocytes upon stimulation (see, for example, Pezzati et al35
and Morgan et al36), and was found to be an important
stimulator of wound healing.37–39 In contrast with NGF, the
presence of BDNF has never been described in synovial tissue
in animals or men. BDNF is up regulated in rat dorsal root
ganglia after acute peripheral inflammation.25 Activated cells
of the immune system express BDNF,26 27 and BDNF was
found in inflammatory lesions.26 28 Both BDNF and NGF are
up regulated in inflammatory lesions. Our study demon-
strated increased density of BDNF+ cells in inflamed
synovium of patients with RA and OA but not in control
subjects. The difference was most pronounced in the
sublining area, and both fibroblasts and macrophages stained
positive for BDNF.
Moreover, we tried to link cellular expression of BDNF to
the described dissociation of sympathetic versus SP+ sensory
nerve fibres. The analysis showed that the density of BDNF+
cells is positively related to the increased density of
sympathetic in relation to SP+ sensory nerve fibres in control
subjects and patients with OA, but not in patients with RA.
One may speculate that BDNF supports the growth of
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Figure 5 Density of BDNF+ cells in control subjects (Co), patients with
OA, and patients with RA. Values of p for comparison of group medians
are given.
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sympathetic nerve fibres more than the growth of SP+
sensory nerve fibres, which may be disrupted in patients
with RA. As patients with RA in comparison with OA and
controls demonstrate increased density of the sympathetic
nerve repellent factor semaphorin 3C in synovial tissue,18 the
presence of BDNF may not influence the growth of
sympathetic nerve fibres in the same way as in controls
and patients with OA.
Although the deductive nature of our approach does not
allow us to find a causative relationship between BDNF and
nerve fibre dissociation, it stimulates new ideas for following
up this intriguing subject in experimental models of arthritis.
In addition, the decrease of visible nerve fibres may also
depend on exaggerated release of neuropeptides or altera-
tions of expression of key enzymes such as TH during the
inflammatory process.16 17 Nevertheless, it seems obvious that
the detected loss of visible nerve fibres is probably linked to
functional alterations of these neuronal pathways.
A second interesting finding was the decreased density of
SP+ sensory nerve fibres in patients with OA as compared
with control subjects and patients with RA. At present, we do
not know how the loss of SP+ sensory nerve fibres influences
the osteoarthritic process but one may speculate that loss of
joint sensation would lead to continuous mechanical micro-
traumas.40 41 Furthermore, loss of SP may lead to a lack of
growth promoting factors because SP can stimulate extra-
cellular matrix production etc.42–44 Both conditions may lead
to a loss of joint protection in patients with OA.
In conclusion, the interrelation of the density of SP+
sensory and sympathetic nerve fibres was positive in control
subjects and OA but negative in RA, which demonstrates
inverse coupling of these two nervous systems in RA
synovium. BDNF, a neurotrophic factor, may have a
stimulatory role on the growth of sympathetic in relation to
SP+ sensory nerve fibres in control subjects and OA, which
may not be the case in RA. Further studies will be needed to
prove whether BDNF is a relevant cofactor for the observed
dissociation of sympathetic versus SP+ sensory nerve fibres in
animal models of arthritis.
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Figure 6 Interrelation of the density of
BDNF+ cells and the ratio of the density
of sympathetic TH+ nerve fibres/the
density of SP+ sensory nerve fibres in
(A) control subjects (Co); (B) patients
with OA; and (C) patients with RA. The
linear regression line and its Pearson
correlation coefficient are given.
(D) Ternary plot of the density of BDNF+
cells, the density of sympathetic TH+
nerve fibres, and the density of SP+
sensory nerve fibres. A ternary plot is
an analytical tool that normalises and
plots three values on a triangular
diagram. In the plot, means and
standard deviations are calculated in
the normalised space (SigmaPlot
2002).
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ABSTRACT 
 
Objectives: To identify and characterise nerve fibres and inflammatory alterations in 
painful Achilles tendinosis in order to gain evidence regarding the origin of pain in 
Achilles tendinosis.  
Methods: We compared 10 tendon samples from patients with a prior history of 
painful Achilles tendinosis with 10 samples from spontaneously ruptured tendons 
without prior pain history by means of immunohistochemistry and conventional 
histology. 
Results: Granulation tissue could be demonstrated in 8 out of 10 cases of Achilles 
tendinosis. The content of nociceptive substance P (SP)-positive nerve fibres was 
significantly increased, and there was an inflammatory infiltration consisting of B and 
T lymphocytes. Additionally, we found in 6 of 10 samples small foci with iron positive 
hemosiderophages indicating prior micro traumatic events. None of the 
spontaneously ruptured tendons contained granulation tissue or hemosiderophages. 
Inflammatory infiltration in these patients consisted almost exclusively of granulocytes 
and the content of SP-positive nerve fibres was low. The density of sympathetic 
nerve fibres was not different in the two conditions. 
Conclusion: Achilles tendinosis is associated with the presence of granulation tissue, 
hemosiderophages and substance P-positive nerve fibres, which may transmit the 
clinically pertinent pain. We hypothesise that Achilles tendinosis may be caused by 
repeated micro traumata with ensuing organisation that is accompanied by sprouting 
of nociceptive substance P-positive nerve fibres.    
 
 
 
Key words: Achilles tendinosis, Achillodynia, substance P, nerve fibre, granulation 
         tissue 
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INTRODUCTION 
Achilles tendinosis, also known as Achillodynia is viewed as a degenerative alteration 
of the Achilles tendon accompanied by pain and often associated with tendon 
thickening. It is common in athletes but occurs in non-athletes as well 1. Surgical 
specimens obtained from affected tendons reveal a range of degenerative changes 
such as changes in tendon fibre structure and arrangement as well as an increase in 
glycosaminoglycans which may explain the swelling of the tendon 2. The 
pathophysiology of Achilles tendon pain is still unclear. The content of nociceptive 
nerve fibres can increase during inflammatory conditions e.g. in rheumatoid arthritis 3 
or in the course of wound healing, healing of fractures and other lesions 4-7.  
To elucidate one aspect of the pathophysiology of pain in Achilles tendinosis we 
studied 10 tendons from patients suffering from Achilles tendinosis and 10 tendons 
from spontaneous traumatic Achilles tendon ruptures with regard to inflammatory 
infiltrate and innervation. 
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MATERIAL AND METHODS 
 
Patients. Ten Achilles tendon samples obtained from patients suffering from Achilles 
tendinosis and 10 samples from spontaneously ruptured Achilles tendons without 
prior pain history were submitted to the department of Pathology between November 
2000 and September 2003 for routine histological examination. The diagnostic 
criteria for Achilles tendinosis were tendon pain for several months and swelling of 
the tendon in the distal portion. Only spontaneously ruptured tendons, which were 
resected within, 48h after injury were included in the study. Characteristics of the 
patients are given in table 1. 
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Table 1 Characteristics of the patients investigated in this study 
 
 
 
 
Variable 
 
Tendon Rupture
 
Tendinosis 
Male patients 8 7 
Female patients 2 3 
Age (years), mean (SD) 48.0 (13.8) 47.3 (13.0) 
Duration of pain before 
operation (months), range 
 
 
0 
 
 
6 to120& 
 
Number of patients who 
received paratendinous 
corticosteroid injections 
 
0 
 
4 
Number of patients with 
additional pathological 
conditions 
 
  1* 
 
   2** 
&Three patients reported pain for more than 12 months  
*The patient suffered from hypertension. 
**One patient suffered from hyperuricaemia without manifest gout, the second patient 
suffered from calcium pyrophosphate dihydrate deposition disease (there were no 
calcium pyrophosphate dihydrate deposits visible in the tendon on microscopic 
examination) 
    
 
Immunohistochemistry of inflammatory cells and iron staining. Formalin fixed 
tissue was dehydrated and embedded in paraffin. Paraffin sections 3 to 5 µm thick 
were mounted on “Superfrost Plus” slides, heated for 20 minutes at 72°C, 
deparaffinized and rehydrated. For antigen retrieval sections were placed in a 
microwave for 30 minutes at 240 W in a citrate buffer at pH=7,3, then cooled to room 
temperature. After rinsing the slides endogenous peroxidase activity was blocked by 
using methanolic peroxide, the slides were rinsed again, and primary monoclonal 
antibody against CD3 for the detection of T-lymphocytes, CD20 for B-lymphocytes, or 
 5
 Schubert et al., Achilles tendinosis and sensory nerves 
CD68 for macrophages (DAKO, Hamburg, Germany) in a dilution of 1:100 was 
applied. All slides were incubated using a Ventana machine and each antibody 
incubation was performed at 37°C and labelled Streptavidin-biotin-peroxidase 
method at 37°C was used to visualise positive reaction (Ventana Medical Systems 
basic DAB detection kit, Ventana Medical Systems Inc., USA). To detect 
hemosiderophages paraffin sections were stained by Turnbull’s acid Ferro cyanide 
reaction. Granulocytes were counted in H&E stained sections prepared according to 
standard protocols. 
The numbers of granulocytes, iron-positive cells, CD3, CD20 and CD68 positive cells 
were evaluated in 10 randomly selected high power fields of view (400x) and 
expressed per square millimetre.  
 
Immunohistochemistry of nerve fibres. The determination of the substance P (SP) 
positive sensory nerve fibres and sympathetic tyrosine hydroxylase (TH) positive 
nerve fibres has been described previously 3. Deparaffinized and rehydrated sections 
were blocked and incubated overnight with primary antibodies against TH or SP 
(Chemicon, Temecula, CA, USA). Immunofluorescent staining was achieved using 
Alexa 546 conjugated secondary antibodies against mouse or rabbit IgG (Molecular 
Probes, Leiden, The Netherlands). The numbers of TH- and SP-positive nerve fibres 
were evaluated in 17 randomly selected high power fields of view (400x) and 
expressed per square millimetre.  
 
Statistical analysis.  The individual values of both groups were compared by Mann-
Whitney test (SPSS V.11.0, SPSS Inc., Chicago, USA). Correlations were analysed 
using Spearman rank correlation analysis (SPSS). A p-value below 0.05 was the 
significance level. 
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RESULTS 
Ten Achilles tendon samples obtained from patients suffering from Achilles 
tendinosis and 10 samples from spontaneously ruptured Achilles tendons without 
prior pain history were studied to characterise the innervation, inflammatory 
infiltration, presence of granulation tissue and hemosiderophages. We found that the 
content of B-lymphocytes, T-lymphocytes and macrophages was significantly higher 
in Achilles tendinosis samples (Fig.1A-C) whereas the content of granulocytes 
tended to be higher in tissue from ruptured tendons (Fig.1D). Furthermore, in tendon 
samples from Achilles tendinosis patients granulation tissue frequently containing 
hemosiderophages was found in 8 out of 10 specimens (Fig.1E). Granulation tissue 
consisted of clusters of capillaries embedded in a fibroblast-rich stroma infiltrated by 
macrophages, B- and T-lymphocytes. None of the samples from spontaneously 
ruptured tendons contained granulation tissue or hemosiderophages (Fig.1E). The 
amount of SP-positive nerve fibres was significantly higher in tissue from Achilles 
tendinosis patients compared to spontaneously ruptured tendons (Fig.2). On average 
1.06 SP-positive nerve fibres per mm2 were found in the Achilles tendinosis group 
and 0.35 SP-positive nerve fibres per mm2 in ruptured tendons. The number of TH-
positive nerve fibres did not differ significantly between both groups (Fig.2).    
The mean values for TH-positive nerve fibres per mm2 for the Achilles tendinosis 
group and for ruptured tendons were 1,00 and 0.18, respectively. 
In a correlation analysis in patients with tendinosis, T-cells were positively correlated 
with B-cells (Spearman rank correlation coefficient=0.683, p=0.020) and 
hemosiderophages (Spearman rank correlation coefficient=0.710, p=0.014). 
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DISCUSSION 
The origin of Achilles tendinosis has not been elucidated so far. Recently, 
neovascularization in the affected tendon section correlating with pain was 
demonstrated by means of ultrasonography and MR imaging 8-10.  The finding was 
confirmed by immunohistochemistry revealing neovascularization accompanied by 
nerve structures which were not further characterised 8;10.  
We compared 10 tendon samples from patients with a prior history of Achillodynia 
with 10 samples from spontaneously ruptured tendons without prior pain history by 
means of immunohistochemistry and conventional histology. Granulation tissue could 
be demonstrated in 8 out of 10 cases of Achilles tendinosis. The granulation tissue 
consisted of capillary vessels accompanied by an inflammatory infiltrate consisting of 
macrophages, B- and T-lymphocytes. None of the spontaneously ruptured tendons 
contained granulation tissue or significant amounts of macrophages, B- and T-
lymphocytes. Instead they were infiltrated by large numbers of granulocytes as has to 
be expected in the case of an acute traumatic event.  
The content of nociceptive SP-positive nerve fibres was found to be significantly 
higher in Achilles tendinosis samples compared to tendon samples obtained from 
spontaneously ruptured tendons whereas the content of TH-positive nerve fibres did 
not differ. Spontaneously ruptured tendons were used as control group because 
immunohistochemistry for SP and TH in normal tendons taken from corpses did not 
deliver reproducible data.  There are no reports on the content of sensory nerve 
fibres of healthy human Achilles tendon in the literature. Both ruptured and Achilles 
tendinosis tendons contained low numbers of sensory nerve fibres compared to 
synovial tissue of healthy subjects which contains 2,5 TH-positive and 3,1 SP-
positive nerve fibres per mm2 11. The nerve fibres found in Achilles tendinosis 
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specimens were frequently located next to small vessels in granulation tissue. Since 
we often found hemosiderophages within the granulation tissue, we hypothesise that 
micro traumatic events may have induced the formation of granulation tissue within 
the tendon. The degenerative alterations described in Achilles tendinosis may favour 
the occurrence of micro traumata. The growth of granulation tissue is accompanied 
by sprouting of sensory nerve fibres as demonstrated in animal models for wound 
healing 6;7. Interestingly, no similar increase of sympathetic nerve fibres was found in 
our Achilles tendinosis specimens. The pattern of organisation of experimentally 
ruptured rat Achilles tendons was studied by Ackermann et al. 12. They found that 
uncompromised Achilles tendons from rats are devoid of nerve fibres, however, after 
rupture of the tendon extensive sprouting of nerve fibres into the tendon takes place 
during the healing phase. SP-positive nerve fibres were observed in the emerging 
granulation tissue next to the rupture site one week after rupture and reached a 
maximum density at week 4 after rupture. In correlation, 1 to 4 weeks after rupture 
the nociception to thermal and mechanical stimuli increased 12. Since we obtained 
tendon samples very early after tendon rupture, no such sprouting phenomenon was 
observed in the ruptured Achilles tendons. With the completion of the regenerative 
process SP-positive nerve fibres withdrew from the tendon tissue 8 weeks after 
rupture 12. Assuming a similar time course of organisation, the simultaneous 
occurrence of granulation tissue, nerve fibres and hemosiderophages accompanied 
by longstanding local pain in Achilles tendinosis indicates that repeated micro 
traumata may have occurred which maintain the presence of granulation tissue and 
SP-positive nerve fibres.  
Besides transmitting nociceptive signals, the sprouting sensory nerve fibres may 
have profound effects on tendon structure since it has been demonstrated that SP 
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stimulates the proliferation of fibroblasts 13and production of TGFβ by fibroblasts 14 
potentially contributing to thickening of the tendon observed in Achilles tendinosis.  
To summarise, we found granulation tissue, hemosiderophages and substance P-
positive nerve fibres in tendons affected by Achilles tendinosis. The nociceptive nerve 
fibres may transmit the clinically pertinent pain. We hypothesise that Achilles 
tendinosis may be caused by repeated micro traumata with ensuing organisation that 
is accompanied by sprouting of nociceptive substance P-positive nerve fibres.   
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Figure 1 
Determination of cell types in painful Achilles tendinosis and ruptured Achilles 
tendon.  
The numbers of (A) CD3+  and (B) CD20+ lymphocytes and (C) CD68+ 
macrophages were determined by immunohistochemistry in 10 tendons from Achilles 
tendinosis patients and 10 spontaneously ruptured tendons. 
The number of (D) granulocytes was determined on H&E stained sections and the 
number of (E) iron positive hemosiderophages was determined in sections stained by 
Turnbull’s acid Ferro cyanide reaction. The number of all cells was averaged from 10 
high power fields and expressed as the number of cells per 1mm2. Abbreviation: 
AchDyn, painful Achilles tendinosis.  
 
Figure 2 
Comparison of sympathetic and nociceptive nerve fibres in painful tendinosis and 
ruptured tendon. 
The numbers of TH-positive nerve fibres (A) and SP-positive nerve fibres (B) were 
determined by immunofluorescent histochemistry in 10 tendons from Achilles 
tendinosis patients (AchDyn) and 10 spontaneously ruptured tendons. The number of 
nerve fibres was averaged from 17 high power fields and expressed as the number of 
fibres per 1mm2. Box plots give the 10th, 25th, 75th, and 90th percentile. The median is 
given as a horizontal line within the box. Abbreviations: SP, substance P; TH, 
tyrosine hydroxylase (sympathetic nerve fibres).  
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Figure 3 
Histological sections of specimens from ruptured tendons and from tendinosis 
patients stained for substance P by immunofluorescence (SP, top row, original 
magnification x 400) and stained by Turnbull’s acid Ferro cyanide reaction to detect 
hemosiderophages (Fe++, bottom row, original magnification x 5). Note that there are 
more SP-positive nerve fibres visible in the tendinosis specimen than in the ruptured 
tendon. Hemosiderophages which are discernible as dark blue spots and small blood 
vessels were only found in the tendinosis specimen, not in the ruptured tendon.  
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ABSTRACT 
 
 
Objective: To characterize inflammatory elements such as nerve fibers and mast 
cells in palmar fascias affected by Dupuytren’s contracture.  
Methods. We compared 10 normal palmar fascia specimens from patients 
undergoing carpal tunnel decompression with 20 samples from patients undergoing 
fasciectomies for Dupuytren’s contracture by means of immunohistochemistry. 
Results: Increased numbers of mast cells were observed in Dupuytren’s contracture. 
Mast cells were frequently found in the center and periphery of the fibrous nodules. 
The increased numbers of mast cells were associated with an increased density of 
nociceptive substance P (SP)-positive nerve fibers. Dupuytren’s contracture tissue 
and control tissue was devoid of sympathetic nerve fibers. 
Conclusion: Inflammatory infiltration by mast cells was associated with sprouting of 
nociceptive nerve fibers. This may be important in the pathogenesis of Dupuytren’s 
contracture.  Nerve-mast cell interaction may contribute to the release of fibrogenic 
cytokines and growth factors.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCTION 
 
Dupuytren’s contracture is a benign proliferative disease of connective tissue. It is 
characterized by an abnormal fibroblast proliferation and matrix deposition affecting 
the palmar fascia. It most commonly occurs in Caucasians and is particularly 
prevalent among persons of northern European origin1. There is evidence of genetic 
predisposition, however,  the precise etiology remains unclear 1.  
The earliest clinical manifestations of Dupuytren’s contracture are thickening and 
tethering of the palmar skin which are followed by fibrotic and nodular changes in the 
palmar aponeurosis producing the characteristic digital flexion deformity.  
Several theories have been proposed to explain the pathogenesis of Dupuytren’s 
contracture. It has traditionally been viewed as a benign neoplastic process, 
however, cytogenetic studies are contradictory and do not unequivocally support the 
classification of Dupuytren’s contracture as a clonal proliferation2;3. According to a 
second theory, narrowed micro-vessels found in diseased fascia tissue were held to 
result in localized ischemia eliciting repair mechanisms and formation of nodular 
proliferations4. Inflammatory infiltration of palmar tissue from Dupuytren’s contracture 
has been reported by several authors who concluded that Dupuytren’s contracture 
may be a chronic inflammatory disease 5-8.   
Mast cells are frequently found in conditions associated with organisation such as 
wound healing, scars and chronic inflammations9;10. Additionally, they are thought to 
play a role in angiogenesis11. Nociceptive nerve fibers sprout into inflamed tissues 
and wound areas. Substance P (SP) secreted by nociceptive nerve fibers can induce 
degranulation of mast cells and liberate various potentially fibrogenic factors12. 
Neither the content of mast cells nor the density of SP-positive nerve fibers in tissue 
from Dupuytren’s contracture are known. We compared  specimens from normal 
palmar fascia and fascia affected by Dupuytren’s contracture with regard to mast cell 
content and sprouting of nociceptive and sympathetic nerve fibers in order to analyze 
whether Dupuytren’s contracture is an inflammatory condition.  
 
 
MATERIAL AND METHODS 
 
Tissue for analysis was obtained from sixteen male and four female patients 
undergoing fasciectomies for Dupuytren’s contracture of the hand (age range 48 to 
78 years). Patients suffering from diabetes or alcoholism were excluded from the 
study. Unaffected connective tissue was obtained from palmar fascia excised during 
surgery for carpal tunnel decompression.  Seven patients were male and three 
female (age range 37 to 73 years). The specimens had been submitted to the 
department of Pathology between July 2003 and February 2004 for routine 
histological examination.  
 
Immunohistochemistry of mast cells. Formalin fixed tissue was dehydrated and 
embedded in paraffin. Paraffin sections 3 to 5 µm thick were mounted on “Superfrost 
Plus” slides, heated for 20 minutes at 72°C, deparaffinized and rehydrated. Sections 
were placed in a microwave for 30 minutes at 240 W in a citrate buffer at pH=7,3, 
then cooled to room temperature. Following antigen retrieval, the slides were rinsed, 
endogenous peroxidase activity was blocked by using methanolic peroxide, the 
slides were rinsed again, and primary monoclonal antibody against c-kit,  LCA or 
S100 (DAKO, Hamburg, Germany) in a dilution of 1:100 was applied. All slides were 
incubated using a Ventana machine and each antibody incubation was performed at 
37°C and the labeled Streptavidin-biotin-peroxidase method at 37°C was used to 
visualize positive reactions (Ventana Medical Systems basic DAB detection kit, 
Ventana Medical Systems Inc., USA). A dark brown surface precipitate was 
evaluated as positive reaction. Sections incubated without primary antibody had no 
detectable immunoreactivity. In order to detect mast cells by a second method 
paraffin sections were stained by Giemsa stain. 
The numbers of mast cells, LCA-positive cells and S100-positive dendritic cells were 
evaluated in 10 randomly selected high power fields of view (400x) and expressed 
per square millimeter.  
 
Immunohistochemistry of nerve fibers. The paraffin embedded samples were cut 
into 5 µm thick sections and dried overnight at 37°C. Deparaffination and antigen 
retrieval were done as described above. The determination of the substance P (SP) 
positive sensory nerve fibers and sympathetic tyrosine hydroxylase (TH) positive 
nerve fibers has been described previously (13). Briefly, 3 to 6 sections were used for 
immunohistochemical evaluation. After blocking, the sections were incubated 
overnight with primary antibodies against TH or SP (Chemicon, Temecula, CA, USA). 
Immunofluorescent staining was achieved using Alexa 546 conjugated secondary 
antibodies against mouse or rabbit IgG (Molecular Probes, Leiden, The Netherlands). 
The numbers of TH- and SP-positive nerve fibers were evaluated in 17 randomly 
selected high power fields of view (400x) and expressed per square millimeter.  
  
Statistical analysis. Individual values were compared by Mann-Whitney test (SPSS 
V.11.0, SPSS Inc., Chicago, USA). Correlations were analyzed using Spearman rank 
correlation analysis (SPSS). A p-value below 0.05 was the significance level. 
 
 
RESULTS 
 
We compared 10 specimens from normal palmar fascia with 20 specimens from 
fascias affected by Dupuytren’s contracture. We found a twelve-fold increase of the 
number of mast cells in Dupuytren’s contracture as compared to normal fascia tissue 
(Fig.1a).  Mast cells were frequently found in the centre or in the periphery of fibrous 
nodules and in the adjacent fat tissue next to small vessels and eccrine sweat 
glands. Sweat glands and Pacinian corpuscules were often surrounded by fibrous 
proliferations. Sweat glands within or near the nodules showed inflammatory 
infiltration in some cases whereas Pacinian corpuscules were never associated with 
inflammation. The increase in mast cell numbers was accompanied by an increased 
density of SP-positive nerve fibers in Dupuytren’s contracture (Fig. 1a, Fig. 2). Tissue 
from both normal palmar fascia and fascia affected by Dupuytren’s contracture was 
devoid of TH-positive nerve fibers (data not shown). In a correlation analysis in 
patients with Dupuytren’s contracture, the number of mast cells was positively 
correlated with the number of SP-positive nerve fibers (Fig. 1b, Fig. 2.). In 13 
Dupuytren samples small lymphocytic infiltrations were found in subcutaneous tissue 
next to the nodules. LCA and S100-positive dendritic cells were only found 
occasionally within the nodules. The numbers ranged from 2 to 7 cell per 10 high 
power fields for LCA-positive cells and from 0 to 4 for S100-positive Langerhans 
cells. Control tissue contained 0 to 2 LCA- positive cells and 0 to 1 S100-positive 
Langerhans cells (data not shown).      
 
 
 
 
DISCUSSION 
 
Dupuytren’s disease is a superficial fibromatosis that is characterized by the 
development of fibrotic nodules and cords in the palmar and digital fascia. Although 
the diseased tissue possesses features of a benign neoplastic process,  cytogenetic 
studies are contradictory and do not unequivocally support the classification of 
Dupuytren’s contracture as a clonal fibroblastic proliferation 2;3.  
Proliferation of fibroblasts and formation of fibrotic tissue can be observed in wound 
repair and chronic inflammatory conditions. The proliferation of fibroblasts in these 
instances is mediated by various cytokines  released by macrophages, lymphocytes 
and mast cells14. An increased expression for mRNA of the proinflammatory 
cytokines interleukin-1α , interleukin-1β , transforming growth factor β  and basic 
fibroblast growth factor in palmar fascias potentially mediating fibroblast proliferation 
was observed in Dupuytren’s contracture15. This finding is mirrored in the presence of 
inflammatory cells in fascia affected by Dupuytren’s contracture5-8. Different types of 
leukocytes such as CD3-positive lymphocytes5, macrophages16 were observed in the 
diseased tissue. Increased numbers of Langerhans cells and CD45-positive 
leukocytes were found both in nodules and at dermo-epidermal junctions above the 
palmar fascia6.  In some studies, topical steroid application was shown to elicit 
apoptosis of fibroblasts and inflammatory cells and induced regression of fibrotic 
nodules of contracted fascias17;18. 
Although mast cells can be found in fibrosing processes such as scars, healing 
wounds and in  inflammatory conditions9;19;20 their presence in fascias affected by 
Dupuytren’s contracture has not been described. Mast cells are known to be a source 
of several fibrogenic mediators such as platelet derived growth factor, transforming 
growth factor-β and basic fibroblast growth factor21 that can be released upon 
stimulation of mast cells. Mast cell degranulation can be elicited by substance P 
released from nociceptive nerve fibers12. Nociceptive nerve fibers sprout into 
inflamed tissues and wounds13;22. We found that both the number of mast cells and of 
SP-positive nerve fibers are strongly increased in Dupuytren’s contracture as 
opposed to normal fascia tissue. Mast cells outnumber the LCA-positive inflammatory 
cells and S100-positive Langerhans cells within the fibrotic tissue. These findings 
support the hypothesis that Dupuytren’s contracture is an inflammatory process. Both 
mast cells and nociceptive nerve fibers are able to contribute to the proliferation of 
fibroblasts on their own and in a coordinated fashion. Degranulation of mast cells and 
production of fibrogenic cytokines  by mast cells may be induced by release of 
substance P from the increased numbers of nociceptive nerve fibers found in fascia 
tissue affected by Dupuytren’s contracture. Additionally, the sprouting of sensory 
nerve fibers themselves may have profound effects on fascia tissue since it has been 
demonstrated that SP stimulates the proliferation of fibroblasts23 and the production 
of TGFβ by fibroblasts 24.  SP released by nociceptive nerve fibers may have a direct 
effect on the fibroblasts of the palmar fascia contributing to the formation of fibrotic 
nodules.  A strikingly similar inflammatory condition termed interstitial cystitis can 
take place in the urinary bladder of middle aged Caucasian women25. It is 
characterized by fibrosis of the bladder wall, a mast cell rich inflammation and 
sprouting of SP-positive nerve fibers25. However, the fibrosis in interstitial cystitis 
does not evoke the macroscopic impression of a tumor. The tumor-like features of 
Dupuytren’s contracture are rooted in distinct anatomic features of the palmar fascia 
such as the superficial location and the inconspicuous nature of the normal fascia. 
Both features promote the perception of a proliferating alteration of the fascia as a 
nodule or tumour. In other organs, however, diffuse fibroblastic proliferations are 
rather classified as fibrosis or scarring as in the case of interstitial cystitis.   
In summary, our study has demonstrated increased numbers of mast cells and SP-
positive nerve fibers in Dupuytren’s contracture presenting new evidence for an 
inflammatory pathogenesis of Dupuytren’s contracture.   
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Figure 1 
Determination of mast cells and nociceptive nerve fibers in normal palmar fascia 
tissue and fascia tissue affected by Dupuytren’s disease.  
The numbers of (A) mast cells  and nociceptive nerve fibers were determined by 
immunohistochemistry in 10 control specimens  and 20 specimens affected by 
Dupuytren’s contracture. 
Correlation of density of mast cells and nociceptive nerve fibers (B) in control 
specimens (black dots) and palmar fascia tissue affected by Dupuytren’s contracture 
(open circles). The linear regression line, the Spearman rank correlation coefficient, 
and its p-value are given in the panels.  
 
Figure 2 
Histological sections of specimens from control specimens and  palmar fascia tissue 
affected by Dupuytren’s contracture stained for substance P by immunofluorescence 
(SP, top row, original magnification x 400) and stained by Giemsa to detect mast 
cells (Gi, bottom row, original magnification x 400). Note that there are SP-positive 
nerve fibers visible only in the Dupuytren specimen. Mast cells that are discernible as 
cells containing metachromatic, dark blue granules were more frequent in Dupuytren 
specimens. They were often located deep within the nodules or next to small blood 
vessels. 
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